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CARACTERES PHYSIOLOGIQUES DIFFERENTIELS | 
DE DEUX VARIANTES S ET R DE PROTEUS VULGARIS (°) 


par’ MapgLewse MOREL. 
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(Institut Pasteur, Service de Physiologie microbienne.) 
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- Dans un travail, précédent (M. Morel, 1943), étudiant le dévelop- 
‘pement de Proteus vulgaris en fonction de la concentration en 
acide nicotinique du milieu de culture 4 l’aide de la technique de 
‘Lwoff et Querido, nous. avons montré que la stabilité des réac- 
tions quantitatives d’une souche donnée a la vitamine PP est 
sous la dépendance des conditions de culture. La souche nor- 
male N (Proteus vulgaris, X 19 Syrie, de la collection de |’ Insti- 
tut Pasteur), entretenue a 37°, pendant cing mois, a donné une 
variante P ayant un besoin plus élevé en acide nicotinique. Le 
développement de la souche P en présence d’une quantité donnée 
de cette vitamine est de 34 p. 100 inférieur a celui de la sou- 
che N. La souche P ainsi obtenue est stable. Rappelons’ également 
que le besoin en acide nicotinique des souches N et P est modifié 
de facon différente par ]’addition au milieu de culture de sérum, 
de certains acides aminés et d’accepteurs d’hydrogéne. 

Au cours d’expériences ultérieures, nous avons eu |’occasion de 
constater que la souche P était autoagglutinable en solution saline 
méme peu concentrée (2 p. 1.000 ClNa) alors que les suspensions 
de la souche N étaient parfaitement stables. Les cultures de la 
souche P, en milieu synthétique, c’est-a-dire fortement salin, ne 

, 4 

-(*) Association des Microbiologistes de Langue Frangais., séance du 

13 avril 1944, 
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présentent en général pas d’agglutination visible a ceil nu, mais 
Vexamen microscopique révéle cependant la présence de nom- 
breux petits agrégats de bactéries. aa cae 
Pour mesurer le besoin en adide nicotinique, nous avions déter- 
miné, A l’aide de l’électrophotométre de Meunier, les densités opti- 
ques de cultures effectuées en présence d’une quantité donnée de 
vitamine PP ; la question. se posait donc de savoir si cette den- 
“ sité optique était modifiée par la formation de grumeaux. Nous 
avons provoqué l’agglutination ménagée d’une suspension de 
‘Proteus, soit par le sérum spécifique, soit par l’acidification du 
“milieu. — 7 : 
TaBLEAv 1. — Influence 
- de lagglutination sur la densité optique de Proteus oulgaris: 


5. ¢.C. DE CULTURE DENSITE (1) ASPECT MICROSCOPIQUE 
: + optique 
Oichion teen SM Uae oa, 84  |Bactéries isolées. 
LIL gouttes Sérum 4/10 (2). . |Trés petits grumeaux. 
V gouttes Sérum 4/10. » -|Grumeaux moyens 
X gouttes Sérum 4/10. Entiérement agglutiné en trés gros amas. 


X gouttés HO... . Bactéries isolées. - 

X gouttes HCl N/100 . Agglutination visible 4 l’cil nu 
XX gouttes HO... . .  |Bactéries isolées 
XX gouttes HCl N/100 . 


(1), Densité optique exprimée par Ia graduation de l’électrophotométre de Meunier. Une 
division correspond a une variation de densité optique de 0,0035 pour une lumiére filtrée 
de} moyenne efficace de 0,55 » environ. 4 

(2) L’addition de sérum 4 1 p. 10 dans le ‘milieu n’entraine pas de changement appréciable 
de la densité optique. 


a) Agglgutination_par le sérum spécifique. — Une suspension — 
dans l’eau physiologique d’une culture sur gélose de Proteus est. 
répartie dans des tubes a essai, et additionnée de dilutions varia- 
bles du sérum d’un lapin immiunisé avec la souche correspondante. 
Les tubes sont placés a 0°. pour éviter tout développement ; aprés 
‘six heures, les mesures de densité optique sont effectuées. Les 
résultats sont consignés dans le tableau I. 

. b) Agglutination acide. — A 5 c.c. d’une suspension bactérienne 
dans l’eau bidistillée, on ajoute 0,5 c.c. et 1 ¢.c. d’HCl N/100, 
0,55 c.c. et 1 c.c. d’eau bidistillée ; aprés quelques minutes, on 
mesure la densité optique (tableau I). 

Les bactéries agglutinées par le sérum ou l’acide chlorhydrique 
se présentent sous forme de grumeaux qui, a ]’examen microsco- 
pique, sont identiques 4 ceux montrés par la souche P en milieu 
synthétique. Nous voyons done que la formation de grumeaux 
dans une suspension bactérienne homogéne ne modifie que trés 
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légérement sa densité optique telle qu’on la mesure a I’électropho- 
tométre de Meunier, et que, dans tous les cas, celle-ci est augmen- 
tée de 3 a7 p. 100. Donc, lorsque 1l’on étudie le développement de 
la souche P, il s’introduit dans les mesures une légére erreur par 
excés qui est de l’ordre de 5 p. 100. Les différences observées 
entre le développement des souches N et P en présence d’une 
méme quantité de vitamine PP sont donc légérement inférieures a 
celles qui existent réellement. 

Il paraissait vraisemblable que la souche P autoagglutinable 
en eau physiologique était rough, la souche N étant smooth sui- 
vant la classification d’Arkwright. Nous avons donc étudié’ les 
- différents caractéres permettant de distinguer les souches R et S. 
Dans les milieux liquides (bouillon, milieu synthétique), les cul- 
tures de la souche N développent un trouble homogéne, les cultu- 
‘res de la souche P ont tendance a décanter, mais cependant le 
milieu reste toujours trouble. Nous avons enstite étudié la forme 
des colonies sur gélose. Pour obtenir des colonies isolées, il faut 
effectuer les étalements sur de Ja gélose trés séche. L’examen des 
colonies aprés dix-huit a vingt heures d’incubation 4 28° nous a 
montré que : 

a) Les colonies N sont petites, rondes, bombées, a bords nets 
et a surface lisse ; l’aspect de la plaque est trés homogéne, toutes 
‘les colonies semblent du méme type ; 

b) La plupart des colonies P sont d’un aspect trés différent ; 
elles sont plates, beaucoup plus grandes, la surface est rugueuse 
et les bords trés irréguliers. Cet aspect caractéristique est tres 
marqué chez les colonies jeunes, il s’atténue dans les cultures 
plus ‘agées. Il existe aussi quelques colonies d’aspect voisin du 
type S, mais qui, une fois isolées, ont donné également des colo- 
nies du type R. ; 

La souche P semblait bien présenter tous les caractéres d’une 
‘souche R, la souche N ceux d’une souche S. Les recherches de 
’ Boivin et de-ses collaborateurs ont montré que chez un grand 
nombre de bactéries se décolorant par la méthode de Gram (Sal- 
monella, Escherichia, Shigella), l’aspect smooth des colonies va 
souvent de pair avec la présence d’une endotoxine de nature glu- 
cido-lipidique, tandis que l’aspect rough va de pair avec ]’absence 
de cet antigéne. Mais cette régle est sujette 4 des exceptions (Boi- 
vin et Mesrobeanu), aussi ces auteurs ont-ils proposé de dévier 
les termes rough et smooth dé leur sens primitif, les formes S 


étant par définition celles qui renferment de l’antigéne glucido- ; 


lipidique, les formes R celles qui en manquent totalement, ceci 
quel que soit ]’aspect des colonies. ; 

L. Mesrobeanu a trouvé de |’antigéne complet chez diverses sou- 
ches de Proteus vulgaris, et depuis, Ciuca, Mesrobeanu, Badenski 
et Munteanu ont montré que celui-ci était chez Proteus X 19 le 
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facteur responsable de Ja réaction de Weil-Felix. Nous avons 
extrait l’antigéne glucido-lipidique de: nos deux souches suivant 
la méthode décrite par Boivin, Mesrobeanu et Mesrobeanu. Nous 
avons pu constater ainsi que l*extrait trichloracétique de la sou- 
che N était fortement opalescent, alors que celui de la souche P 
était, parfaitement limpide. On voit donc que la souche N d’aspect 
lisse posséde un antigéne glucido-lipidique complet alors que, la 
souche P rough en est dépourvue ou n’en renferme que des quan-. 
tités négligeables. Nous avons préparé des lapins avec les deux 
souches N et P suivant les deux techniques suivantes + 

a) Les animaux recoivent deux injections sous-cutanées de bacté- 
ries tuées par la chaleur, puis deux injections sous-cutanées de 
bactéries vivantes et une derniére injection intrapéritonéale de bac- 
téries vivantes. Peer % 

b) Toutes les injections sont effectuées avec des bactéries chauf- ’ 
fées pendant une heure a 75°, les quatre premiéres étant sous- 
cutanées et la derniére intrapéritonéale. Les lapins ont été saignés 
dix jours aprés la derniére injection. 

Les extraits trichloracétiques N et P, une fois neutralisés, préci- 
pitent avec les sérums, homologue et hétérologue, ‘préparés suivant 
l'une ou l'autre technique. Ceci peut s’expliquer si Pon suppose 
que la souche N posséde a cété du complexe glucido-lipidique une 
certaine quantité de hapténe polysaccharidique libre, et que la 
souche P, dépourvue d’antigéne complet, posséde cependant une 
faible’ quantité de ce glucide, ou d’un glucide voisin permettant 
l’existence de réactions croisées ; 4 moins que, suivant l’hypo- 
thése que nous avons émise, cette souche P ne posséde une trés 
faible quantité ‘d’antigéne \ glucido-lipidique. Des expériences 
actuellement en cours nous fixeront sur la valeur de cette hypo-. 
these. Nous voyons que les caractéres d’auto-agglutinabilité et 
l’aspect des colonies sont chez Proteus vulgaris liés a la structure 
antigénique des deux souches étudiées (1).: 

Notons ‘en passant que les souches N et P précipitent toutes - 
deux sous l’action du réactif de Millon ou de la trypaflavine a 
1 p. 500. Dans ce cas particulier, ces réactifs ne peuvent pas étre 
utilisés pour différencier les souches R et S. 

Au cours de recherches toutes différentes sur 1’activité antimi- 
erobienne de certains extraits bactériens, nous avions été amenée, 
utilisant comme test Proteus vulgaris, A examiner le réle inhibi- 
teur bien connu de l’oléate de sodium. Au centre d’une boite de 
Petri ensemencée de fagon homogéne avec la souche N, on dépose 
une parcelle d’oléate de sodium. Aprés vingt-quatre heures d’in- 
cubation, on constate autour de l’oléate un halo de 1 em. environ 


(1) Nous remercions M. P. Grapar de l’aide qu’il nous a apportée au 
cours de ces recherches. : 
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de diamétre dans lequel aucune colonie ne s’est développée. Si 
l'on effectue la méme expérience avec la souche P, il se développe 
des colonies jusqu’au contact des parcelles d’oléate. 


Tasteav Il. — Comparaison des deux souches N (=S) et P (= R) 
de Proteus vulgaris. 


N Smooth P Rough 


Densité optique de cultures effectuées (1) 
en présence de 4 y d’acide nicotinique 
GUD TOO Cs Gam wets Meee ic. 6 Mat Sud & 66 43,2 

4 p. 100 (2) 


Hydrolysat de sérum (0,5 p. 100) 0 
p. 100 


Mélange acides aminés (20 p. 100) . . . .| +39 p. 4100 
l-isoleucine 0 
Acide aspartique d-l 0 
NO 3K (0,1 p. 100) + 30-p. 100 


p. 400 


ag 
+ 65 

+ 34 p. 100 
+ 93 

+412 p. 100 


Aspect des colonies Lisse. Rugueux. 
Autoagglutinabilité : 0 ++ 
0 


Antigéme glucido-lipidique Stest= 


Sensibilité & loléate de sodium + 0 


(1) Les chiffres correspondent 4 Ja densité optique de cultures effectuées suivant la 
techniqne de Lwoff et Querido. 

(2) Les chiffres représentent le pourcentage d’augmentation de la densité optique, obtenu 
par addition au milieu de culture des différentes substances indiquées. Pour des précisions 
sur les conditions de ces mesures se reporter a notre précédent travail (M. Morel, 1943). 


On voit que la souche P (= R) de Proteus vulgaris est insensi- 
ble a l’action de loléate dans les conditions de l’expérience alors 
que la souche N (=S) y est sensible. L’antigéne complet est un 
constituant pondéralement trés important, situé a la surface de la 
bactérie ; il contient des groupements de, nature lipidique, on est 
done conduit 4 se demander s’i] ne jouerait pas le rdle de récep- 
teur vis-a-vis de l’oléate. Mais la présence d’un antigéne glucido- 
lipidique ne suffit pas a conférer la sensibilité a Jloléate de 
sodium ; Ja forme S de Salmonella typhi murium, pas plus que la 
forme R, n’est sensible a cette substance. I] conviendra d’étudier 
un grand nombre de cas particuliers avant de tirer une conclu- 
sion générale de ces expériences. Le comportement des formes R 
et S de Proteus vulgaris n’en est pas moins trés suggestif. 


™* Discussion. 


. La transformation irréversible N —> P induite chez Proleus’ vul- 
garis’ par culture prolongée a 37° est done une transformation 
S—>R.La forme N (S) posséde un antigéne glucido-lipidique, la 
forme P (R) en est dépourvue (ou n’en renferme qu’une quantité 
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infime). Le séjour 4 37° a done entrainé la perte du pouvoir de 


synthétiser eet antigéne, c’est-a-dire vraisemblablement la perte du 


ou des enzymes responsables de cette synthése, qu’il s’agisse soit 
de la conibinaison du glucide et du lipide, soit de la synthése de 
lun ou de l’autre des constituants de ]’antigéne. P. Bordet a décrit 
un coli qui est S 4 37° et R a 20° et chez lequel tout se passe comme 
si la synthése de l’antigéne glucido-lipidique était possible a 37° 
et non a 20°. Dans le cas du Proteus, la température élevée ne 
conditionne pas le fonctionnement de l’enzyme (encore hypothé- 
tique) mais entraine sa disparition. 


Nous avons montré que la forme N (S) a besoin de moins de 


nicotinamide que la forme P (R). On sait que le besoin en acide 
nicotinique de Proteus augmente quand ]’oxygénation du milieu 
diminue (Lwoff et Querido). L’augmentation du besoin observé 
avec la souche P ne pourrait-elle pas s’expliquer par une oxygé- 
nation moins bonne des bactéries réunies en grumeaux ? Ceci ne 
nous parait guére vraisemblable, d’une part parce que les gru- 


meaux sont petits et peu nombreux, d’autre part parce qu’il existe 


-d’autres différences dans le métabolisme de ces souches. Le besoin 
en acide nicotinique est modifié de facon différente par addition 
de nitrate et d’acides aminés, I] existe une relation évidente entre 
le métabolisme et le besoin en acide nicotinique et il semble bien 
que les formes N (S) et P (R) différent réellement par leur méta- 
bolisme et leur besoin en acide nicotinique, le changement du 
besoin en vitamine PP étant une conséquence de la modification 
du métabolisme. Tout se passe comme s’il existait une relation 
entre \la perte de ]’antigéne glucido-lipidique et le changement du 


métabolisme soit que l’un des phénoménes soit sous la dépen-— 


dance de l’autre, soit que tous deux dépendent d’un facteur com- 
mun. . : es . 

Plusieurs auteurs (Ciurea, Boivin) ont. étudié comparativement 
le métabolisme des formes R et S de quelques bactéries sans 


réussir 4 mettre en évidence des différences significatives. I] est 
cependant vraisemblable qu’une perturbation aussi importante. 


que la disparition de |’antigéne glucido-lipidique doive, étre accom- 


pagnée de changements du métabolisme. Ceci n’est nullement en 


contradiction avec le fait que ]’on ne peut pas mettre en évidence 
de modifications de certaines fonctions comme la respiration. 


Rappelons ici que lorsque la souche S (=N) est entretenue a 


38° pendant dix/ jours son besoin en acide nicotinique augmente 
notablement ; mais aprés un séjour de douze jours A 28°, ce besoin — 


est redevenu normal. Au contraire, aprés culture prolongée (cinq 
mois et demi) 4 38° le besoin en acide nicotinique reste élevé, la 
transformation est donc & ce moment  irréversible (M. Morel 
1943). On peut supposer qu’aprés un court séjour A 38° une partie 


seulement des germes a subi la transformation S —> R. Par culture 


4 


te 
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i 28°, les germes S prendraient le dessus sur les germes R. Si 


ume interprétation est correcte, ceci équivaut A dire qu’en milieu 


synthétique, 4 28°, la forme S a une vitesse de multiplication plus 


élevée que la forme R. 
BRS ~~  ConceLusions 


Nous avons utilisé dans le présent travail deux souches de 
Proteus vulgaris, N et P, ayant des besoins différents en acide 


nicotinique. Ces besoins en acide nicotinique sont également modi- 


fiés de facon différente par l’addition au milieu de culture dé 
sérum, d’acides aminés et d’accepteurs d’hydrogéne. Nous avons 
pu mettre en évidence chez ces deux souches les caracteres sui- 
vants : 

1° La souche N donne sur gélose des colonies petites, rondes et 
bombées, a surface lisse et A bords nets ; elle n’est pas autoagglii- 
tinable en eau physiologique et enfin, elle posséde de lantigéne 
glucido-lipidique. 

2° La souche P donne sur gélose des: colonies plus étendues, 


plates, a surface rugueuse et a bords dentelés ; elle est autoagglu- 


tinable-en eau physiologique ; ; elle ne posséde pas — ou trés peu 
— d’antigéne glucido-lipidique: 
3° La souche N est smooth alors que la souche P est rough. 
4° Les cultures effectuées avec la souche P en milieu synthé- 


) 


tique fortement salin sont partiellement agglutinées. La forma- 


tion d’agrégats dans une suspension bactérienne ne modifie que . . 
trés faiblement la densité optique mesurée a ]’électrophotométre de 


Meunier et toujours en |’augmentant (de 5 p. 100 environ); les 
différences observées dans le besoin en acide nicotinique des deux 
_souches N et P sont done des valeurs minima. 


5° La souche étudiée précédemment sous la dénomination ee 


‘P est donc-la variante rough de la souche N qui est smooth. Il 
existe ainsi entre les deux variantes S (N) et R (P) d’une méme 
‘souche de Proteus vulgaris des différences dans le besoin en acide 
nicotinique et dans l’action-du sérum, des nitrates et des acides 
aminés sur ce: besoin. 

6° Les deux souches N (= S) et P (= R) précipitent sous ate 
tion du réactif de Millon et,de la trypaflavine. 

7° Seule la souche N (= S) est sensible a l’action inhibitrice de. 
Voléate de sodium, a l’exclusion de la souche P (= R).. ? 

8°’ Les deux variantes S et R de Proteus vulgaris présentent 
done des différences importantes du métabolisme. 
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SUR CERTAINS CARACTERES 
‘DE LA CROISSANCE EN VOILE DES BACILLES . | 
ACIDO- -RESISTANTS (*) | ee 


par J. BRETRY, J. BROWAEYS et D. DERVICHIAN. Ey Sea 


(Institut Pasteur, Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) aay - 


ww 


Afin de pouvoir suivre, sous le contréle méme du microscope, la ae 
croissance des bacilles tuberculeux et paratuberculeux, nous avons 


été amenés a étudier la facon dont ces microbes forment un voile Pais 
4 la surface des milieux liquides tels que celui de Sauton. a 
Les recherches préliminaires ont été faites avec le bacille para- a 


tuberculeux’ de la fléole. Si on examine au fond noir des frag- 
ments de voile de ce microbe, on voit que les éléments sont’ grou- 
pés selon deux types principaux. Le plus souvent ils sont au 
contact les uns des autres, formant des nervures épaisses dans 
lesquelles i] est impossible de discerner les contours cellulaires du 
fait de la réfringence et du voile général qui réduit les contrastes, 
méme dans les parties peu denses. Parfois cependant les éléments 
sont en chainettes de bacilles placées bout 4 bout, chacune isolée M 
de la voisine et ]’ensemble formant un voile trés mince (fig, 1). La ee 
premiére disposition était sans intérét pour |’étude que nous envi- © ssa 
sagions, alors que la seconde nous — permettait de suivre dans 
d’excellentes conditions optiques, ce qui se,passe au niveau de 
chaque microbe. Comme nous ne |’obtenions que trés irréguliére- 
ment, nous avons voulu déterminer les conditions de son appa- 
rition. 
Deux points particuliers nous ont tout de suite frappés a ]’exa- 
men de ces voiles minces : Les bacilles, méme s’ils sont isolés, ne 
=. présentent pas le moindre mouvement brownien. De plus, les chat- 
nettes qu’ils forment se disposent d’une fagon telle qu’elles sont 
séparées les unes’ des autres par un intervalle sensiblement constant, 
et cela sur la totalité de la surface du voile. IJ en résulte une 
disposition trés élégante en arabesques ou en labyrinthe. 
Ces deux constatations nous ont fait penser, .qu’il est vraisem- 
blable que si les éléments microbiens ne se disposent pas n’im- 


(*) Association des Microbiologistes Ge Langue Francaise, séance du 
4 mai 1944, 
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‘ , eye 3° es : 
porte comment a la surface du milieu, c’est qu’ils sont unis entre _ 


eux par une membrane trés ténue, issue des bacilles. Mais la 
minceur de ce voile est telle qu’il échappe aux conditions nor- 
males d’observation. On peut cependant avoir de nouvelles preu- 
ves de son existence si on le brise et observe les mouvements dont 
sont animés les fragments. La comparaison ne saurait étre mieux 
faite qu’avec la dérive de glagons provenant d’une banquise. Si 
on observe un voile présentant l’aspect que nous venons de 
décrire, une légéere agitation brise celui-ci. On a ainsi des frag- 


ments formés chacun de plusieurs éléments de chainettes. A Vin- 
térieur de chaque fragment les bacilles, qu’ils soient isolés ou en 
chainettes, gardent-les mémés rapports entre eux. Ces fragments 
s’entrechoquent avec les voisins, exactement comme Je feraient 
des glagons au moment de la débacle. Ils sont limités en général, 
non pas par les éléments microbiens, mais par un film invisible dont 
on est bien obligé d’admettre la présence par la facon dont se 
produisent les heurts entre fragments : il n’arrive pratiquement 
jamais que des bacilles appartenant A deux fragments entrent en 
contact ; le heurt se produit avant. Dans certaines conditions enfin, 
lorsque le milieu de culture contient de fines particules en suspen- 
sion et lorsqu’on met trés soigneusement au point, on peut voir 
ces particules animées d’un mouvement brownien trés intense et 
entrainées par le courant entre les chenaux qui entourent les frag- 


CROISSANCE EN VOILE DES BACILLES ACIDO-RESISTANTS 235 


ments : ceux-ci sont optiquement vides. On voit alors que le con- Rath 
tour du fragment déborde de toutes parts le contour des bacilles. 

L’ensemble de ces différentes constatations matérialise donc 
pour le bacille de la fléole, et dans ces conditions particuliéres de 
croissance, |’existence d’un film trés mince reliant les éléments 
les uns aux autres. } 

Pour concrétiser d’autre fagon et étudier cette couche, nous avons 
essayé des techniques inspirées de celles qui sont couramment 
utilisées dans observation des couches monomoléculaires. 

Nous avons lavé trés minutieusement notre verrerie par le mé- 
lange sulfochromique concentré suivi d’un long ringage a eau cou- 
rante. Les objets étaient tenus par des pinces pour éviter le 
contact des doigts. La stérilisation était obtenue par flambage 
extérieur au bec Bunsen. La surface du liquide d’ensemencement 
était nettoyée comme dans les cuves de Langmuir par la technique 
habituelle d’essuyage des couches monomoléculaires contrélée par 
du tale stérile. Le milieu était ensuite stérilisé par exposition aux i 
rayons ultra-violets. Cette stérilisation, qui pourrait étre super- Z 
flue dans le cas de microbes 4 croissance rapide, est nécessaire ; 
pour les bacilles paratuberculeux 4 multiplication relativement. 
lente et le serait bien plus encore pour le bacille tuberculeux. 

Sur des cuves ou des cristallisoirs préparés de cette facon, ot 
était réalisée une interface air-liquide aussi débarrassée d’impuretés 
qu'il était possible de’ le faire, nous avons procédé aux essais 
suivants. : pt 

L’ensemencement a la température ordinaire d’un fragment de 
voile contenant A la fois des nervures et du voile mince (fig. 2) 
permet de constater dés les minutes qui suivent que le voile se 
fragmente plus ou moins et qu’il s’éparpille spontanément a la 
moindre agitation sur toute Ja surface d’un ballon ou méme sur 
une grande partie d’une cuve de 20 x 30 cm. de cété. Sur un 
ballon qui n’a pas été soumis 4a ce traitement, on n’observe rien 
de tel : le fragment ensemencé reste cohérent et groupé. Ces phé- 
noménes sont parfaitement visibles a |’ceil nu. Mais si on les suit 
au microscope, on voit que ce sont les fragments de voile mince 
-compris entre les nervures qui s’éparpillent, réalisant la « débacle 
glaciaire » que nous avons décrite plus haut, alors que l’aspect 
des nervures ne se modifie pas, méme aprés douze heures d’obser- 
vation. Les constatations sont en tous points identiques si les 
ensemencements sont faits sur des milieux maintenus a 56° et a 
96° : les nervures ne subissent aucune tendance a Ja fragmentation Ate 
et a l’éparpillement, alors qu’on obtient facilement leur désagré-,  ” er 
gation avec l’huile de paraffine, le benzéne et le xylol. aA 

Si ensemencement est fait 4 37° sur une surface de milieu de fi 
20 x 30 cm. nettoyée rigoureusement, on constate quinze heures ‘ 
plus tard qu’un voile recouvre la totalité de la cuve d’une fagon 
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absolument réguliére et cohérente. Le phénoméne peut étre sulvl 
en ensemencant sur une surface préalablement talquée. Au bout 
du temps nécessaire a la croissance, le talc est retrouvé repoussé 
et tassé dans les coins de la cuve, tout le reste de la surface étant 
occupé par le voile. I] ne semble pas que cet accroissement en 
surface, extraordinaire dans le cas du bacille de Ja fléole car il 
correspond a une aire quinze ou vingt fois plus grande que celle 
qui ést couverte dans les conditions habituelles, corresponde 4 une 
vitesse de division plus rapide. Il faut le mettre sur le compte dun 
Gtalement non géné du voile mince. L’examen de la limite entre 


Fie. 2. 


le tale et le voile montre que celui-ci arrive presque au contact 
du talc, épousant sensiblement toutes les sinuosités de la masse 
refouléee. I] suffit de déposer une gouttelette de trioléine a la- 
surface -soigneusement nettoyée du milieu pour empécher |’exten- 
sion du voile qui se développe alors comme dans les conditions 
ordinaires (fig. 3). Lente 

Il en est de méme si]’on forme A la surface un film de protéines, 
que celles-ci proviennent du bacille de Ja fléole lui-méme (culture | 
de trois jours) ou du BCG (culture de quinze jours). A cet effet, 
du milieu est soutiré 4 un ballon portant une culture en voile. Cette 


-solution est déposée goutte 4 goutte 4 Ja pipette sur la surface par- 


faitement nettoyée.du milieu. Il reste a la surface une couche 

sensiblement monomoléculaire de protéines (pour faciliter |’étale- 

ment des gouttes, on ajoute a la solution 4 p. 1.000 d’alcool amyli- 

que). Le retard dans |’étalement du voile est moindre que dans Je 
oe 


% 
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cas de la trioléine : I’étalement atteint les 75 p. 100 de ce qu’il 
aurait été sans le film de protéines. I] semble donc que dans les 
conditions ordinaires ot Vextension du voile de fléole se fait len- 
tement, celle-ci puisse encore étre ralentie par les protéines qui 
passent dans le milieu et qui sont adsorbées a la surface. 

Nous avons réalisé une petite cuve de Langmuir de 12 cm. de 
long sur 4 de large dont le fond en verre permettait |’examen sous 
le microscope et au fond’ noir. L’ensemencement était fait avec” 
quelques centimétres carrés d’un voile mince présentant l’aspect en 
arabesque. On pouvait le comprimer-au moyen d’une bandelette- 


Fic. 3. 


piston cn verre paraffiné, glissant sur les parois. I], ne se passe 
rien tant que la bandelette n’arrive pas au contact de la culture, 
ce qui montre bien que le film ne s’étend pas a une grande dis- 
tance des bacilles. IL en est de méme si le voile, au lieu d’étre 
déposé tout formé 4 la surface de la cuve, s'est développé sur 
place pendant les quelques heures qui ont suivi son ensemence- 
ment. Lorsqu’on continue 4 rapprocher la bandelette de verre de 
la. paroi opposée, on voit dans un premier temps que les chai- 
nettes de bacilles commencent a se rapprocher les unes des autres, 
‘mais d’une facon réguliére et d’une valeur équivalente en tous 
les points de la surface du voile, que ce soit prés ou loin du 
piston qui le comprime. Le film est done compressible. I] est en 
outre élastique, car si on recule le piston, tout revient a l'état 
initial. Mais cette élasticité est faible car si on continue Ja com- 
pression, on constate dans un second temps qu’il se forme deés 
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plis, analogues en tous points A ceux que l'on obtiendrait en 


y 


denses, formées de bacilles tassés. La formation de celles#ci parait 
relever d’un tout autre mécanisme. °” ; 

Au lieu de comprimer le voile en poussant Ia bandelette-piston, 
on obtient le méme effet de compression, tout au moins jusqu’a 
la formation des plis exclusivement, en déposant une gouttelette de 

_trioléine a la surface: Mais le phénoméne est instantané et ses 


‘ détails ne peuvent étre suivis. i 


ae 


I 


_ Nous avons fait des recherches analogues sur d’autres bacilles — 


acido-résistants : d’une part:sur des souches a colonies lisses : 
Bac. aviaire 80, humaine Aguirre, Bac. de la tortue et, d’autre 


part, sur des souches rugueuses : BCG, humaines n® 239, 266 et. 


514. Dans chacun des deux groupes, les souchés se sont compor- 
tées de fagon analogue, de sorte que la description peut étre com- 
Mune pour chaque groupe. Var 

Souches a colonies lisses. (Bac. Aviaire 80, humaine Aguirre, 
Bac. de la tortue). “ ) \ 
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Alors que l’ensemencement sur un milieu ordinaire donne 1’ex- } ei 
tension lente. du voile, l’ensemencement sur une surface de milieu 
parfaitement propre donne le mémé éparpillement que pour la 
‘fléole dans les mémes conditions. 

C’est ainsi qu’aprés deux jours dé culture, nous avons BbCEve 
que 1/4 de la surface est couverte dans le premier cas, alors que) sy 
dans le second cas toute la surface est recouverte d’une culture . 
plus ou moins homogéne. A l’examen au fond noir, les bacilles | 
ne présentent pas de mouvement brownien. Les déplacements des 
fragments de voile se font dans les mémes conditions que pour le 
bacille de la fléole, les bacilles gardant leurs rapports respectifs a 
Pintérieur de chaque fragment. Cependant, il y a une différence 
essentielle : les bacilles sont disposés non plus en chainettes régu- 
ligrement espacées, mais tout a fait au hasard (fig. 4), isolés en 
général, alors que pour les cultures sur surface non spécialement 
nettoyée les bacilles restent le plus souvent en amas rappelant ~~ 
des images d’agglutination. 

Souches a colonies rugueuses (BCG, humaines n® 232, 266 yeaa 
et 514). . (ale Bees 

Les voiles ensemencés ne se composaient ici que de nervures 
a bacilles tassés, présentant une grande cohérence ; jamais nous 
n’avons observé de voiles minces analogues 4 ceux de la fléole. 
Nous espérions les obtenir par ensemencement sur surfaces net-— Le 
toyées. Sur celles-ci la semence se fragmente et s *éparpille, mais “iy 
‘ces fragments restent trés massifs, ‘et “continuent leur croissance 
sous cette forme exclusivement.’ 

Ainsi donc, alors que les souches rugueuses ne peuvent guére 
s’étaler sur une interface propre, poussent en travées. et en ner- 
vures, sans donner de voile mince ou les bacilles soient cdte a céte, 
les souches lisses au contraire s’étalent admirablement et ne don- 
nent pas de travées ou nervures. La disposition des éléments parait 
due uniquement au _ hasard. 

Le bacille de la fléole constitue un cas tout a fait particulier. Il 
peut donner les deux aspects de voile : épais ou mince. Ce dernier 
est obtenu a coup sir avec une surface rigoureusement propre et 
il présente la propriété curieuse de permettre un alignement tres ak 
particulier des bacilles en chainettes équidistantes. , jae 
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LES MODALITES DU’ PHENOMENE DE KOCH 
: '- AU COURS ° oe 
DE LA PERIODE ALLERGIQUE DE LA TUBERCULOSE 
DU COBAYE (’) 


par P. GASTINEL et H. BROCARD. 


(Laboratoire de Bactériologie de la Faculté de Médecine de Paris.) 


Le déterminisme du phénoméne de Koch a été précisé quand 
Bezancon et de Serbonnes montrérent que ce mode réactionne] du 
cobaye a.la surinfection tuberculeuse ne “survient”que lorsque 
l’animal a une tuberculose datant d’un certain temps et si la dose 
de bacilles réinjectés est suffisante. Les réinoculations faites trop 
tot donnent des lésions du -type de la primo-infection et ne s’en 
écartent que par une évolution plus raccourcie. Un_peu plus tard, 
mais avant le moment owt l’animal réagit selon le phénoméne de 
Koch, peut s’observer un mélange des deux phénoménes, le « phé- 
nomene mixte » de Bezancon et.de Serbonnes. 

A la suite de leurs expériences, Debré et Bonnet schématisé- 
rent ces résultats en considérant que l’apparition de la sensibilité 
tuberculinique précédait de peu le moment ot |’animal allait com- 
mencer 4 réagir aux réinoculations selon le phénoméne de Koch. 

Les études ultérieures, notamment celles de Krause et Peters, 
de Boquet, de Corper, Damerow et Cohn, ont minutieusement 
envisagé les lésions obtenues en réinoculant réguliérement a des 
cobayes de faibles doses de bacilles ; on constate alors la dimi- 
nution progressive du nodule de réinoculation allant jusqu’a dis- 
parition presque compléte de tout phénoméne réactionnel, mettant — 
bien en évidence ainsi un état d’immunité de surinfection. 

Mais i] était 4 se demander comment réagit |’animal lorsqu’on 
répéte chez lui, longtemps aprés la constitution de l’état de sensi- 
bilité tuberculinique, des injections de fortes doses de‘ bacilles, . 
capabjes de déclencher le phénoméne de Koch. Dans ce but, nous 
avons, sur un grand nombre d’animaux approximativement de 
méme poids, ayant subi une premiére inoculation de 0,01 mg. de 


(Ge) Note présentée & la séance du 2 mars 1944 de l’Association des 
Microbiologistes de Langue Francaise. 
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bacilles. humains, répélé les réinoculations a des intervalles 
variant de une semaine A deux mois en employant toujours la voie 


intra-dermique et ch injectant une quantité de bacilles de mame 


souche, variant entre 0,1 mg. et 1 mg. La durée de |’expérimen- 
tation-a varié selon la survie de l’animal ; elle a. parfois atteint 
huit mois. 

Le comportement de nos animaux a “été trés variable. Nous en 
schématisons les éventualités que nous illustrerons de quelques 
exemples. Précisons tout de suite que nous réservons l’appella- 
tion de phénoméne de Koch aux cas répondant, selon la descrip- 
tion classique, A linfiltration avec escarre, survenant en deux a 
_trois jours, suivie de la chute de la plaque nécrosée et de la gué- 
rison de la lésion qui ne s’accompagne & aucun moment d’ abeé- 
dation. 

1° Persistance du phénoméne de Koch : Chez quelques animaux, 
rares a vrai dire, les réinoculations ont toujours été suivies de 
phénoméne de Koch typique : 


Cobaye 37-97 : Inoculation le 16 février. Intradermo’+ & la tubercu- ' 


line Ie 5 mars. Réinoculations : le 16 mars, le 24 mars et le 7 avril, 

de 0,1 mg., escarre typique ; le 3 mai de 0,02 mg., escarre typique. 

Mort le 27 mai. Chaque fois de trés beaux phénoménes de Koch ont été 

observés. 

22 Atténuation du phénoméne de Koch pouvant uller jusqu’a sa 
dispariticn : C’ést une éventualité plus fréquente. 


Cobaye 37-68 : Inoculation le 16 février. Intradermo + a la tubercu- 
line le 5 mars. Réinoculations : le 16 mars et le 24 mars, de 0,1 mg., 
escarre typique ; le 7 avril, de 0,1 mg., escarre typique mais plus 
petite ; le 3 mai de 0,02 mg., infiltration avec point escarrotique ; le 
26 mai de 0,1 mg., infiltration sans escarre. Mort le 1° juin. 


Chez l’animal suivant on assiste, non plus 4 une régression pro- 
gressive, Mais 4 une disparition brusque du phénoméne de Koch. 


Cobaye 11 : Inoculation le 8 juin. Intradermo + a la tuberculine le 
12 juillet. Réinoculations : le 12 juillet de 0,1 mg., petite infiltration 
a point escarrotique ; Je 19 juillet de 0,4 mg., escarre typique ; le 
30 juillet de 1 mg. et de 0,5 mg., escarre typique ; le 28 aotit de 
1 mg. et de 0,5 mg., infiltration minime sans processus escarroti- 
que. Mort le 27 octobre. . 


Une telle disparition peut étre définitive et cela bien avant le 
terme évolutif du processus tuberculeux. Ainsi dans le protocole 
ci-dessous, cing mois avant la mort ducobaye, la réaction dé ré- 
inuculation a cessé de se faire selon le type du phénoméne de 
Koch, ce qui exclut toute possibilité de sa _ disparition Bre: 
agonique. 
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Cobaye 37-81 : Inoculation le 12 janvier. Intradermo +a la tubercu- 


line le 5 février. Réinoculations : le 16 mars et le 24 mars 0,1 mg., 
escarre typique ; le 7 avril de 0,1 mg., et le 3 mai de 0,02 mg., infil- 
tration minime ; le 26 mai de 0,1 mg., petite infiltration ; le 8 juin 


de 0,1 mg., et le 12 juillet de 0,1 mg-, le 19 juillet de 0,2 mg., infil-— 


tration minime ; le 30 juillet de 1 mg. et de 0,5 mg., le 28 aotit de 
1 mg. et de 0,5 mg., petite ee avec) Sree Mort le 17 septembre. 


3° Irrégularité du phénoméne de Koch : Te animal va présen- 


ter une aptitude assez curieuse et décevante, telle qu’il réagira 
alternativement aux réinoculations tantot selon la modalité la plus 
schématique du phénoméne de Koch, tantot selon des formes 
dégradées se limitant 4 une simple infiltration, cela bien entendu 
en opérant toujours dans les mémes conditions, notamment au 
point de vue de la dose. Les raisons de ces fluctuations nous 
échappent. 


Cobaye 3 :-Inoculations le 12 avril. Intradermo + a la tuberculine le ~ 


15 mai. Réinoculations : le 15 mai de 0,1 mg., escarre typique bien 


que peu étendue ; le 26 mai de 0,1 mg., absence & peu prés totale de 


réaction ; le 8 juin de 0,1 mg., réaction pratiquement nulle ; le 12 juillet 


de 0,1 mg., infiltration légére avec crotitelle ; le 19 juillet de 0,2 mg.,. 


escarre typique ; le 30 juillet de 1 mg., de 0,5 mg. et de 0,1 mg., 
infiltration légérement escarrotique ; le 28 aoit de 1 mg., de 0,5 mg., 
et 0,1 mg., infiltration minime avec crottelle. Mort le 23 septembre. 
y o 

Voici done un animal qui a d’abord réagi a la réinoculation de 
bacilles par un phénoméne de Koch parfaitement net, qui ‘a ‘ensuite 
perdu la possibilité de faire ce type réactionne] jusqu’a ne plus 
donner de manifestation perceptible, puis a présenté un trés beau 
phénoméne de Koch et a ultérieurement perdu ses facultés réac- 
tionnelles méme pour des doses bien Supeuente de bacilles de 


‘surinfction. f 


4° Abcés et phénoméne mite : Ce mode de réaction A la réino- 
culation survient dans des circonstances trés variables, 

Tantot l’animal, aprés avoir réagi selon un phénoméne de Koch 
typique, donnera aux réinoculations subséquentes soit une réac- 
tion seulement atténuée, soit un petit abcés contenant des bacilles 
tuberculeux pour offrir encore un phénoméne de Koch tres carac- 


\ one lors de nouvelles investigations: 


Cobaye 14 : Inoculation Je 8 juin. Intradermo + a la tuberculine le 


O16 juillet. Réinoculations : le 12 juillet de 0,1 mg., infiltration a point - 


escarrotique ; le 19 juillet, de 0,4 mg., escarre assez nette ; le 30. juillet 

de 1 mg. et de 0,5 mg.; escarre typique ; le 28 aodit de il mg. et de 

0,5 mg., grosse infiltration avec petite escarre ; le 11 octobre de 1 mg. 

et de 0,5 mg., petite infiltration avec escarre minime ; le 8 novembre 

de 1 mg. et de 0,5 mg., abcés ; le 23 novembre de 1 mg. et de 0,5 mg.; 
& 
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le 21 Soambee de 1 mg. et 0,5 mg ets 7 janvier de 1 mg. ‘et de 0, 5 mg., 
escarre typique. Survie le 1° ey 


- D’autres fois, aprés avoir donné un phénoméne typique, les ani-— 


maux réagissent toujours. suivant le mode abcédé. 


Sener 21 : Inoculation le 9 aodt. Intradermo + a la tuberculine le 
21 octobre. Réinoculations : le 21 octobre de 1 mg. et de 0,5 mg., 
escarre typique ; le 3 novembre de 1 mg. et de 0,5 mg., le 23 novem- 
bre de 1 mg. et de 0,5 mg., le 21 décembre de 1 mg. et de 0,5 mg., 
le 7 janvier de 1 mg. et de 0,5 mg., phénoméne mixte. Survie le 
Ie février. 


Certains animaux réagissent presque d’emblée “par la réaction 
abcédée et gardent ce type de réponse ; 


( 


‘Cobaye 16 : Inoculation le 21 juillet. Intradermo + la  tubercu- 
line le 21 octobre. Réinoculations : le 21 octobre de 1 mg. et de 
0,5 mg., infiltration avec crofitelle ; le 3 novembre de 1 mg. et de 
0,5 mg., le 23 novembre de 1 mg. et de 0,5 mg.; le 21 décembre 
de 1 mg. et de*0,5 mg., abcés ; le 7 janvier de 1 mg. et de 0,5 mg., 
phénoméne mixte. Survie le 1% février. 


s 
Exceptionnellement iafick des cobayes peuvent ne donner que 
la réaction abcédée ‘ou au maximum répondent par le phénoméne 


mixte : 


Cobaye 22 : Inoculation le 21 juillet. Intradermo + 4 la tuberculine le 


21 octobre. Réinoculations : le 1 octobre de 1 mg. et de 0,5 mg., le 


3 novembre de 1 mg. et de 0,5 mg., abcés ; le 23 novembre de 1 mg. et 


de 0,5 mg., phénoméne mixte ; le 21 décembre de 1 mg. et de 0,5 mg., — 
abcés; le 7 janvier de 1 mg. et de 0,5 mg., phénoméne mtixte. Survie le © 


let février. 


Dans |’ensemble, nous avons obtenu les réactions suivantes : 

Phénoméne de Koch typique, marqué par l’escarre ‘précoce et 
sa chute sans aucune formation de pus. 

Infiltration avec crodtelle, réalisant un phénoméne de Koch en 
miniature, selon Vexpression de Boquet. — : 

Infiltration minime, pouvant aller jusqu’a une absence a peu 
prés totale de réaction. 

Abcés précoce, apparaissant dés le lendemain, contenant des 
bacilles tuberculeux a ]’exclusion de tout autre germe et se cica- 
trisant en moins d’une semaine. 

Phénoméne mixte, constitué par un abcés du type précédent, 
mais surmonté d'une crotite escarrotique. 

On pourrait se demander si les, différences dans: les réactions 
obtenues ne sont pas sous la dépendance des variations dans la 
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dose de bacilles injectés. Nous avons constaté-en fait que les r¢pon- 
‘ses aux doses comprises entre 1 mg. et 0,1 mg. que nous avons 
utilisées ne different que par leur intensité,:mais sont en régle 
du méme ordre. Certes la dose de bacilles ayant été généralement 
appréciée a la spatule, l’erreur dans sa détermination n’est pas 
négligeable, mais les expériences de controle, dans lesquelles 
nous avons pesé les bacilles, n’ont pas donné de résultats diffé- 
rents. peas 

On pourrait penser que la répétition des réinjections de bacil- 
lesa amené la désensibilisation artificielle du cobaye. Cette hypo- 
thése semble bien devoir étre exclue. Nous avons en effet mainis 
exemples d’animaux ne donnant plus de phénoméne de Koch ct 
le présentant emsuite lors de nouvelles investigations. D’autre 
part, il est remarquable que chez certains cobayes dés Ja seconde 
ou la troisiéme réinoculation disparait l’aptitude réactionnelle spé- 
ciale. 


Témoin le cobaye 37-99, inoculé le 12 février, qui fait un phénoméne 
de Koch le 16 mars et le 24 mars et ne donne pratiquement plus rien 
le 7 avril aux mémes doses ; les cobayes 1 et 2, qui, inoculés le 12 avril, 
donnent une réaction nette le 15 mai, légére le 26 mai et pratiquement 
nulle le 8 juin. 


Un probléme qui mérite beaucoup plus d’étre discuté est cons- 
titué par les relations entre les réactions cutanées de |’animal aux 
bacilles et a la tuberculine. Autrement dit, on pourrait penser que 
Vintensité ou absence du phénoméne de Koch sont conditionnées 
par l’aptitude de l’animal a réagir a la tuberculine. Or, ayant pres- 
que toujours pratiqué en méme temps que les. réinoculations de 
bacilles des injections intra-dermiques de 1 cg. de tuberculine,. 
nous n’avons point constaté de relation absolument constante. 


Par exemple le cobaye 37-97, inoculé le 12 février, réagit toujours aux 
réinoculations (le 16 mars, le 24.mars, le 7 avril et le 3 mai) selon le 
mode du phénoméne de Koch et donne en méme temps toujours une 
forte intra-dermo-réaction 4 la tuberculine, gardant une sensibilité telle 
qu’on le trouve mort le 27 mai d’une hémopéritoine le lendemain d’une 
injection de 1 cgr. de tuberculine. 

Au, contraire,. le cobaye 3, dont nous avons rapporté. le protocole et 
dont les réactions a injection de bacilles étaient trés inconstantes, sou- 
vent méme pratiquement nulles, donnait toujours des intra-dermo-réac- 
tions fortement positives’a la tuberculine. 

I] apparait bien par conséquent que les réactions a la tubercu- 
line et aux bacilles qui sont parfois:de types tellement superposa- 
bles qu’il serait 4 penser que leur mécanisme est identique, ne 
straduisent point dans de mémes conditions la sensibilité de l’orga- 
nisme a la méme substance. Si on réfléchit 4 la dose minime de« 
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tuberculine que peut contenir 0,1 mg. de corps bacillaires, on 
conclut volontiers qu'il faut sans doute invoquer aussi action de 


substanees constitutives du germe agissant sur l’organisme sen- - 


sible. 
~ Quoi qu’il en soit, il résulte de nos Mieniaicus que le schéma 
selon lequel, a partir du moment ot l’animal est entré dans la 
période allergique, il réagit aux inoculations fortes de bacilles par 
un phénoméne de Koch, ne peut étre maintenu sous une forme 
trop absolue. Ce mode de réponse est inconstant. L’animal peut 
donner le phénoméne, puis ne plus J’offrir et éventuellement le 
présenter a nouveau, sans que les raisons de ces fluctuations 
nous apparaissent actuellement. ‘ 

Il_en est de méme de la conception selon laquelle I’abcés pré- 
gm coce est une réaction propre a la période ot se crée |’état allergi- 
que. Nous avons vu ce mode réactionnel survenir tardivement chez 
des cobayes qui avaient eu des phénoménes typiques et persister 
jusqu’a leur mort. Rappelons & cet égard que Bezancon et de 
Serbonnes avaient noté incidemment que de vieux cobayes tuber- 
culeux, ayant déja présenté le phénoméne de Koch, pouvaient ré- 
pondre a la réimoculation non par de Ja nécrose, mais 4 nouveau 
par un abcés. i 

En somme nos expériences montrent que dans la réponse a la 


réinoculation de bacilles tuberculeux, une dissociation peut étre | 


opérée. Le phénoméne de Koch représente a la fois une réaction 
d’hypersensibilité de type tuberculinique, marquée par les phéno- 
ménes cutanés ecchymotiques et nécrotiques, et’ une réaction d’im- 
munité, caractérisée’ par Ja non-évolution de la tuberculose de 
réinfection. La premiére est inconstante, peut disparaitre, sans 
qu'on. puisse direx que cette perte de la réaction cutanée soit le 
résultat d’une désensibilisation artificielle ou soit paralléle a l’ex- 
tinction de la réactivité tuberculinique. Au contraire, le phéno- 
mene immunitaire a persisté toujours dans: nos constatations, se 
traduisant dans les cas ow n’existait pas le phénoméne de Koch 
par une simple infiltration régressive sans évolution ulcéreuse ou 
encore par l’abcés d’apparition précoce et de cicatrisation rapide. 
Ces divers types de réactions traduisent tous l’existence d’un 
état d’allergie, si on ne limite pas cette appellation a l’hypersen- 
sibilité cutanée, mais si on lui laisse le sens originel donné par 
von Pirquet. On peut dire par conséquent que les animaux, quels 
que soient les aspects variables de leur comportement a la réino- 
culation, restent.en état d’allergie. Si l’aspect immunitaire’ appa- 
rait constamment lors de la surinfection, beaucoup plus variable 
est au. contraire ]’aspect d’hypersensibilité tégumentaire. Ces faits 
contribuent a montrer combien il est dangereux de juger de l’al- 
lergie par la seule réponse a |’ injection intra-dermique ou cutanée 
-de tuberculine. 
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RECHERCHE DU BACILLE DE KOCH 
DANS LES EXPECTORATIONS, 
; . LES LIQUIDES PLEURAUX — 
| ET LES LIQUIDES DE TUBAGE 
PAR LA METHODE DE MOUSSAGE-ESSORAGE (°) 


ed . M4 


par L. CRUVEILHIER, M. FAGUET et N. GRANDJEAN, 
ete Even) 
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Std Nous avons eu recours a la méthode du moussage-essorage | 
‘i a pour la recherche du bacille tuberculeux, soit dans les expecto- 
i rations, soit dans les liquides pleuraux, soit encore dans des 
liquides de tubage. 

Nous n’avons pu encore nous. procurer de liquide céphalo- 
rachidien et nous réservons pour une prochaine communication la 
recherche du bacille tuberculeux dans les urines, qui présente, 
4 notre sens, un intérét tout particulier. Qu’il s’agisse d’expec- 

- toration, de liquide pleural ou de liquide de tubage, nous avons 
utilisé la méthode de moussage-essorage décrite par MM. Abribat 
et Dognon. Leur technique, nous le rappelons, fait suite aux 
travaux de Zavidsky, Ramsden, Benson, J. Perrin, Dubrisay, etc... 

Abribat (1) a donné la premiére technique de. moussage-esso- 

rage basée sur ]’essorage que certaines: mousses peuvent subie 
sous ]’action de la pesanteur. 

Courrier et Dognon (2) l’ont appliquée avec succés dans eae 
‘recherches sur la concentration des substances gonadotropes 
contenues dans l’urine de femmes enceintes, puis Dognon | et 
Dumontet (3) dans la concentration des bacilles' tuberculeux 
contenus dans une solution. 

Oe ‘La technique que nous avons adoptée est celle décrite par 

Abribat et Dognon. Nous avons utilisé un tube trés simple comme 

le préconise Dognon (4) pour l’étude des micro-organismes, 
nécessitant une stérilisation a température élevée (250°), néces- 


(*) Note présentée 4 la séance du 2 mars.1944 de l’Association des | 
Microbiologistes de Langue francaise. 


(1) M. Asripat, C. R. Ac. Sci., 082 209, 244 ;. Kon) Ap. Ind. 
1942, 932, 123. | 5 
a: (2). R. CouRRIER et. A. Doenon,, C. R. ae Sci., 1939, 209, 242. 
pt ; (3) A. Docnon et H° Dumonter. (Gy R. Soc. Biol., 1941, 884. ° 
x eres (4) A. Doenon. Act. Sc. Ind., 1942, 932, 157. iia 
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_ saire pour la destruction des germes. Ce tube a le grand avan- 
tage de ne comporter aucun joint de caoutchouc. Ue.. 


vs re Ce 

Le courant d’air comprimé divisé en bulles aussi petites que pos- 
sible est amené par’un simple tube de verre effilé comme l’indique 
Bs la figure 1. Ce tube est en relation par l’intermédiaire d’un  déten- ; 


deur avec une source d’air comprimé. 


“Nous pratiquons d’abord Vhomogénéisation des, crachats ‘par ‘ me ¥ 
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_ méthode habituelle, puis on neutralise par l’acide chlorhydrique (5). ns Ph; é 
Nous diluons: dans l’eau de facgon a obtenir 250 c. c. On porte a 40° + 
et on ajoute une certaine quantité de gélatine portée 4 la méme tem- oan 
pérature. La quantité de gélatine varie suivant les conditions d’homo- a 
généisation de 2 4 4 c. c. par 250 c. c. de mélange. On place |’ensemble oe 
dans un vase au préalable stérilisé 4 250°. On refroidit jusqu’a 18° et 
on pratique le moussage. eae 
Dans quelques cas particuliers, nous avons dQ ajouter des 
_' traces d’alcoo] ou d’acétone afin d’accroitre la rigidité des inter- 
~ faces liquide-gaz et, par 1&4 méme, .la stabilité de la mousse (oh ee 


(5) On a d’ailleurs intérét 4 se rapprocher du point. isoélectrique de 


la igcintme: \ 
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obtenue. Ainsi qu’Abribat l’a montré, la mousse ne doit pas étre 
prélevée aussit6t aprés sa formation. I] faut lui laisser le temps 
de s’essorer sous l’effet de laypesanteur. Le liquide qu’elle a 
entrainé redescénd dans la solution a travers laquelle on continue 
i faire passer le courant gazeux. On obtient bientot un équilibre 
déterminé par la nature du liquide, ]a hauteur de l’appareil et la 
pression utilisée. Une fois cet équilibre atteint et conservé pen- 
dant un certain temps, on régle la pression pour faire sortir du 
tube les différentes portions de la colonne de mousse ainsi 
essorée. Ce sont ces différentes portions que nous €xaminons sur 
lame aprés coloration par la méthode de Ziehl. 


ie 
* 


Les sujets auxquels nous nous sommes adressés étaient tous 


entachés de tuberculose.4 divers titres. Depuis plus ou moins 
longtemps, la recherche du bacille tuberculeux avait été chez 
eux. A diverses reprises, négative, méme aprés homogénéisation 
et souvent méme aprés, un enrichissement. Nous avons joué la 
difficulté puisque les prélévements sur lesquels nous avons opéré 
nous ont été fournis dans les laboratoires d’hépital de MM. Troi- 
sier, Pruvost, Bourgeois et. H. Bénard. Ces laboratoires’ sont en 
effet. réputés a juste ttre pour leur direction éclairée ‘et le soin 
compétent qui .est apporté aux diverses recherches qui y sont 
pratiquées. 55 examens nous ont été confiés dont 34 expecto- 
rations — la recherche du. bacille tuberculeux a été positive vingt 
et une fois dont quinze fois pour les expectorations. 


Nous ‘ne retiendrons des nombreuses. observations qu'il nous. 


a été donné de faire que quelques-unes qui nous’ sont apparues 
particuliérement démonstratives. 


Une malade, Agée de trente-quatre ans, chez laquelle un pneumo- 
thorax -artificiel avait été pratiqué, alors qu’aprés enrichissement on 


avait trouvé de trés rares bacilles tuberculeux,. entre A Vhépital le’ 


“25 janvier. On ne trouve pas de bacilles dans 1’expectoration. ‘L’examen 
est répété quinze jours et un mois aprés. Il reste négatif malgré 
Vhomogénéisation. Sur la demande qui nous est faite, nous employons 
la méthode du moussage-essorage. Nous arrivons alors 4 mettre e 
évidence des bacilles tuberculeux en grande quantité. 
Un malade de vingt-sept ans ayant subi une thoracoplastie il y a 

quelques années, fait une rechute au cours de laquelle on arrive a 

grand’peine, aprés enrichissement, & déceler la présence d’un seul 

bacille. On répéte pendant plus: de deux mois, mais vainement, les 


examens en vue de la recherche du bacille tuberculeux. Ils sont tou- 


jours négatifs méme aprés homogénéisation, méme aussi aprés enri- 
chissement. 


Un moussage-essorage est pratiqué ; on décdle aussité6t de nombreux 
bacilles tuberculeux. 


Fy 


METHODE DE MOUSSAGE-ESSORAGE 


Une: feuncy fille. Bs vingt ans, chez laquelle une intervention extra- 
pleurale avait été pratiquée le 23 juillet 1948, entre A lhdpital. 
L’examen de son expectoration est jugé nécessaire. Il est pratiqué aprés 
homogénéisation et enrichissement. Un procéde méme au tubage. Par 

trois fois les résultats sont négatifs. La méthode du moussage-essorage 


permet, au contraire, de mettre en évidence de nombreux bacilles 
-tuberculeux. ; 


Tout derniérement, nous avons été priés de rechercher par’ la 
méthode du moussage-essorage, la présence de dacilles tuberculeux 
dans l’expectoration d’une infirmiére trarteaise venant de séjourner 
a Fresnes. Cette infirmiére, bless6e au poumon durant la grande guerre 


a 
is 


de 1914-1918, ayant fait de violents accés de fiévre sans raisons appa- 


rentes, on avait soupconné Ja tuberculose et pratiqué une radiographie 
restée négative, comme furent négatifs les divers examens de labora- 
toire pratiqués 4 Fresnes et dans un hdpital parisien. Nous avons pu 
déceler, dans l’expectoration de cette malade, des S hacitips tuberculeux 
en assez grand nombre. 


A Hote demande, dans un des services d’hépital précités, on a bien 
voulu partager en deux parties égales trois homogénéisations prove- 
nant de trois malades différents. Une moitié de chacune de ces homo- 
-généisations nous a été confiée alors que l’autre moitié était conservée 
par le laboratoire d’hépital. Alors que par les méthodes habituelles 
appliquées cependant avec toute la rigueur et la persistance qui sont 
de coutume dans le laboratoire dont il s’agit,.aucun bacille tubercu- 
leux n’a pu étre trouvé. Nous avons réussi A en déceler un grand 
nombre dans ehacune des expectorations par la méthode du moussage- 
essorage. 


4 


De ces diverses constatations, nous croyons étre en droit de. 


conclure que la méthode du moussage-essorage peut élre d’une. 
réelle utilité dans la recherche du bacille tuberculeux, soit dans: 
les expectorations, soit dans les liquides pleuraux, soit dans les 
liquides de tubage. 


Cette méthode est d’un emploi simple et précis, elle penne de 


donner rapidement des résultats. concluants. 


SENSIBILITE DE PASTEURELLA AVICIDA 
A L'ACTION BACTERICIDE DES SULFAMIDES 
par Nicouas STAMATIN, Victor GEORGESCO et Senero LUSCALOV. 


Les infections provoquées chez nos animaux par les germes du - 

groupe Pasteurella n’ont pas été étudiées a fond du point de 
vue de leur traitement par les Sulfamides. 
 C. Levaditi et L. Reinié, en 1938, ont essayé quatre produits 
sulfamidés.: 1° p. aminophénylsulfamide a la dose de 0,02 g. pour 
20 g. de soyris; 2° 4 nitro 4’ aminodiphénylsulfone a la dose 
de 0,005 g.; 3° 4 nitro 4’ aminodiphénylsulfoxyde a la dose de 
0;05 g. et 4° 4’ sulfamido 2-4 diamino-azobenzéne a la dose de 
COOL ek ors=. ae Ste 

. En’ traitant avec ces produits des .souris infectées avec une | 
souche de P. avicida, qui a la dose de 0,3 c. c. d’une dilution a. 
10—*, les tue en dix-sept a vingt-quatre heures, ces auteurs: n’ob- 
tinrent qu’un certain retard de la mort. Le 4 nitro, 4’ aminodiphé- 
nylsufone sauve une -souris sur dix. Chez les poules, le produit 
le plus actif fut le p. aminophénylsulfamide, qui sauva deux poules 

_ sur six infectées par une souche de virulence moyenne. 
_Levaditi et Vaisman (1938) admettent que Jes sulfamides: ont 
une action antiendotoxique. Une. dose d’endotoxine provenant 


d’une souche de P. avicida, mortelle pour les témoins, est bien | 


supportée par les souris sulfamidées. Les souris. qui ont ainsi 
résisté seraient immunisées et supporteraient une dose de culture 
de P. avicida mortelle pour les témoins. f 
D. M. Cardoso, J. Reis et. P. Nobrega, en 1939, ont étudié 
Paction préventive du Septoplix dans infection expérimentale a 
P. avicida chez la poule. Ils utilisent-des poulets de race Leghorn, 
du poids de 400 4 600 g. L’infection est obtenue par voie intra- 
musculaire & des doses variant de 0,1 c.c. a 0,001 c.c. d’une 
culture en bouillon de vingt-quatre heures de: souches récemment — 
isolées. Le Sulfamide est administré par la méme voie en suspen- 
sion huileuse a des doses variant de 0,4 a 0,8 g. 78 p. 100 des 
_poulets infectés a la dose de 0,001 c. c. de culture et qui recoivent 
simultanément 0,8 g. de Sulfamide survivent; dans les mémes 
conditions, mais en réduisant la dose de Sulfamide a 0,4 g., i 
n’en résiste que 20 p. 100. Les infections faites par des doses plus 
‘fortes de cultures, 0,01 et surtout 0,1-c. c¢. sont, en général, mor- | 
telles. Les poules qui résistent apres l’infection et le traitement au 
Sulfamide ont acquis une immunité, contre la P. avicida. 
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En 1942, N. Bontscheff a fait une série d’expériences sur ]’action 
de p. aminophénylsulfamidothiazol (Cibazol) et du p. aminophényl- 
sulfamidopyrine (Eubasinum), sur la P. avicida in vitro et in vivo. 
Il constate que sur la gélose, ainsi que dans du bouillon, les ice 
Sulfamides ajoutés a raison de 10,5 et 8 p. 100 empéchent toute 
multiplication, méme si on ensemence des\grandes quantités de 
culture — de 0,25 a 1,5 pour 5 c. c. de bouillon. La concentration 
.de 1 p. 100 de Sulfamide permet une légére multiplication du 
microbe. 

In viwo, les deux sulfamides n’ont montré qu’une faible action 
anti-infectieuse pour la souris. Chez la poule, le Cibazol, siest 
montré supérieur a ]’Eubasinum. 


En Roumanie, T. Otel a expérimenté l’action anti-infectieuse . 


de la « Proseptine » (Diamino-azobenzol-sulfonate-diéthylamine) 
dans le choléra des poules. II obtint des résultats en administrant 
ce médicament 4 la dose de 0,42 g. quarante-huit heures avant 
l’infection. Mais cette dose semble étre trés voisine de la dose 
toxique qui provoque chez la poule la destruction des globules 
rouges, -ainsi que des troubles généraux graves. 

Chez les autres espéces animales; F. C. Krumveld et M. Mans- 
jeer réussissent 4 empécher une infection expérimentale a P. buba- 
liseptica, en utilisant le Septoplix et la Soluseptasine. 


Recherches personnelles. 


+ 


Des essais préliminaires faits surtout sur le pigeon nous ont 


permis de choisir, en vue d’une expérimentation plus large, le. 


Sulfamide le plus actif vis-a-vis de l’infection 4 Pasteurella avi- 
cida. Comme il résulte d’une de nos expériences ci-dessous 
résumées, c’est le Sulfathiazol qui jouit de la plus grande, activité 
microbicide vis-a-vis de ce germe. 


x 


ExpERIENcE. — Nous avons essayé 5 Sulfamides, 4 savoir : 1° 1 Sul- 
famide azoique, le Prontosil ; 2° 1 autre non azoique, le Septoplix ; 
3° la Soluseptasine ; 4° la Sulfapyridine et 5° le Sulfathiazol. 

Pour chaque produit on a utilisé 4 pigeons qui furent infectés deux 
heures aprés la premiére administration du Sulfamide.: Chaque 
pigeon recut par voie intramusculaire, 10 doses minima mortelles de 
culture virulente de P: avicida, c’est-a-dire 10—*® de la dilution d’une 
culture en bouillon de vingt-quatre heures. Aprés Vinfection, les 
pigeons ont continué a4 recevoir du sulfamide toujours par voie paren- 
térale. L’intervalle d’une administration 4 l’autre n’a jamais dépassé 
sept heures. Les doses de médicament ont varié d’une administration 
4 autre. Ce traitement fut appliqué pendant trois jours. 


Voici les résultats obtenus : , 
Le. Prontosil (4’ sulfamido 2-4 deicantensene = Rubiazol I) 


1 = 
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n’a pu sauver aucun pigeon ; tous sont morts respectivement seize, 
quarante-huit, quarante-huit et. soixante-douze heures aprés l’infec- 
tion, soit pour ces derniers, avec un certain retard, comparative-— 
ment aux témoins qui sont morts tous les deux vingt-quatre heures 
apres l’infection. Le pigeon qui est mort soixante-douze heures 
apres l’infection avait recu en tout 350 mg. de Prontosil en solu- 
tion. ; . 

Le Septoplix (= sulfamide = p. aminophénylsulfamide) a em- * 
péché l’infection chez 2 pigeons ; les 2 autres sont morts neuf et 
quatorze jours aprés l’infection. Chaque pigeon a regu pendant les 
trois jours de traitement 1,160 g. de substance en suspension dans 
de l’huile végétale. Musi dep 

La Soluseptasine (p. phénylpropylamino-phénylsulfamide disul- 
fonate de sodium) a sauvé aussi 2 pigeons sur 4. Deux pigeons 
sont morts le troisiéme et le quatrieme jour aprés | infection. 
Chaque pigeon avait-recu 0,435 g. de Soluseptasine. 
La Sulfapyridine (= 693 = Dagénan) s’est montrée aussi active 
que les deux substances précédentes : 2 pigeons ont résisté 
tandis que 2 succombaient sept et dix-neuf jours aprés 1l/infec- 
tion. La quantité-totale de médicament administré fut de 1,160 g. 
en trois jours. 

Le Sulfathiazol a montré la plus grande activité microbicide. 
A la méme dose que la Sulfapyridine il a empéché l’infection chez 
tous les pigeons. cent 

Les 8 pigeons qui ont définitivement résisté furent Thoculés, 
vingt-deux jours aprés ]’infection, par voie intramusculaire, avec 
10 doses minima mortelles de culture virulente qui tue le pigeon 
normal en vingt-quatre heures. Trois pigeons seulement ont résisté 
a cette épreuve : un provenant du lot de Sulfapyridine et deux 
du lot de Sulfathiazol. Done a la suite d’une infection guérie par 
un Sulfamide, un certain degré. d’immunité s’installe chez le 
pigeon. 

Dans une autre expérience, et toujours chez le pigeon, nous 
avons réussi, en administrant 4 chaque animal, pendant trois 
jours,, 1.160 g. soit de Septoplix, soit de Sulfapyridine, a. sauver 
jusqu’a 75 p. 100 des pigeons infectés. 

Le Sulfathiazol 4 la méme dose, qui est d’ailleurs trop forte, 
guérit tous les animaux infectés. 


EXPERIENCE. — 12 pigeons sont répartis en 4 lots : le premier lot de 
3 pigeons recoit per os le sulfamide A la dose de 0,5 g. trois heures 
avant l’infection ; un deuxiéme lot la recoit trois heures aprés l’infec-. 
tion ; un troisiéme lot huit heures aprés l’infection ; les pigeons du 
quatriéme lot servent de témoins. L’infection est faite avec 10 doses 
minima mortelles. 

_Les pigeons témoins du quatriéme lot succombent respectivement 
vingt et une, vingt-cing et vingt-sept heures aprés’l’infection ; de ceux 
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du troisiéme lot, 2 succombent vingt-neuf et trente heures aprés 
linfection ; le troisiéme résiste. Les pigeons du premier et du deuxiéme 
lot ont résisté. 

Dans une autre série d’expériences, nous avons essayé aussi le 
Tibatin. Il s’est montré totalement inactif vis-A-vis d’une infection 
provoquée chez la poule par la P. avicida. 


En-conclusion, ces essais nous ont montré que le Sulfamide qui 
posséde J’activité microbicide la plus remarquable vis-d-vis de 
P. avicida est le Sulfathiazol. La Sulfapyridine, le Septoplix et la 
Soluseptasine ont une activité moindre. Le Prontosil et le Tibatin 
sont totalement inactifs. 

Nous exposerons ci-aprés les résultats des autres expériences 
faites tant in vitro que in vivo (sur des poules) et qui concernent 
_Vacetivité du Sulfathiazol sur la P. avicida: 


CuLtureE DE P. avicida DANS DU BOUILLON AU @SULFATHIAZOL. 
EXPERIENCE. — On prépare 3 séries de tubes au bouillon. Chaque 
tube contenait 9 c. c. de bouillon au pH 7,8. La premieére et la deuxiéme 
série contenaient du- bouillon au Sulfathiazol, 4 une concentration 
variant d’une sie A l’autre ; la troisigme série de tubes contenait du 
bouillon normal. Chaque série est ensemencée avec P. avicida. La quan- 
tité de germes ensemencés est différente dans chaque série d’un tube 


a Vautre. Les résultats et les détails de Vexpérience sont résumés dans 


le tableau I. 


_ Le Sulfathiazol a la concentration de 0,055 p. 100 et méme de 
0,0055 p. 100 inhibe le développement de P. avicida a partir d’un 
certain nombre de germes ensemencés. Si on considére que la 
culture en bouillon dont nous nous sommes servis pour ense- 
mencer le bouillon au Sulfathiazo] contenait un milliard de germes 
(chiffre qui n’est pas trés éloigné de la réalité, en tenant compte 
que la dilution 10—*° est restée stérile), le Sulfathiazol, aux concen- 
trations utilisées par nous, empéche la P. avicida de se multiplier 
lorsqu’on ensemence moins de 100.000 germes dans 10 e¢.c. de 
bouillon. La substance est inactive si la quantité de germes ense- 
mencés est assez grande; dans les premiers tubes des séries 
contenant du bouillon au Sulfathiazol, une culture aussi abon- 
dante qu’en bouillon normal s’est développée. En faisant des 
dilutions, quatre jours aprés l’ensemencement, a partir du tube 
n° 4 (bouillon au Sulfathiazol), ainsi que du tube n° 16 (bouillon 

‘normal), nous avons pu constater que les deux tubes contiennent 
Je méme nombre de germes. A partir des dilutions 10—* et 10—° 
du tube n° 4 ainsi que du tube n° 16, nous avons inoculé un pigeon 
avec chaque dilution. Les pigeons inoculés a partir des dilutions 
faites du tube n° 4 sont morts respectivement vingt et quarante- 
huit heures apres |]’infection ; de ceux inoculés 4 partir des mémes 
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dilutions faites du tube n° 16, un seul est mort’ (eel inoculé a la 
dose de 10—*), l’autre a résisté. 

Done, une fois les facteurs inhibiteurs apportés dans Te miiliéu 
de culture par le Sulfathiazol, “heutralisés, la P. avicida pousse en 
négligeant la présence de cette substance ; la virulence des germes 
n’est nullement altérée. Mais la forme du microbe semble subir 
certaines modifications. Les germes qui se sont multipliés en pré- 
sence d’une forte concentration de sulfamide (0,055 p. 100) ont, 
en effet, un aspect différent de ceux qui ont poussé dans du 
bouillon normal. Ils sont plus longs, plus gros et tres vacuolisés. 

Des essais furent faits afin de voir si dans du bouillon au Sul- 
fathiazol ayant.donné une culture positive, il n’y a pas consom- 
mation de Ja substance médicamenteuse. Mais par les moyens. que 
nous avons utilisés,! nous n’ avons pas pu mettre en évidence-une 
différence quelconque entre la concentration en sulfamides des 
tubes ensemencés,ou non. Dans les tubes au Sulfathiazol qui furent 
faiblement ensemencés et qui sont restés stériles, on n’a pas trouvé 
des germes vivants. Les repiquages faits dans du bouillon ou sur 
la gélose sont toujours restés stériles. / 


TABLEAU I. 6 
CONCENTRATION| QUANTITE ae Vac asuce aa 
NUMERO DU TUBE du bouillon de culturo 
en sulfathiazol | ensemencée 24 heures 48 heures 

aprés j aprés 
—————————— EE y 

A Scat apps eas 'aly 0,058. pe 400 40-1 

Bi als ha hana 0,055 p. 100 | 410-2 fe rE 

3) ey eh ag 0,085 p. 100 40-3 et: ug 
Hoe eee. ta 0,085. p. 100 40-4 a ae 
TON gio eh ae eat aise OOD ore st QU) 40-5 — —_— 

Bi o-F neaneeee 0,055 p. 100 Uae — — 

Teshis ase icin fe OSOORO: pe =4100 10> 4 + + 

BON Nk eater 0.0085 p. 100} 40-2 — ee 

ig AA AMS eenctat 0,0055 p. 100 40-8 + — 
We Gee ues 0,0055 p. 100 40-4 4 ae. 
Ra Mien alia. 4 . «| 0,0085 p. 400 40-5 ate SS 
AORTA NA fA Se yt 0.0085 p. 100 2 AO e — =) 
ASH eatin ee Témoin. 40-6 + Ae 
He Lie iace WAAL, Be _ Témoin. 10% + + 
Dios ccsie erase bate ; Témoin. ~ 10-8 te aR 
LA ee Peas am As Témoin. 10'= 2 + + 
CANT ro: ey eer ‘. .|  Témoin. 20) se as _ 


En résumé : In bitro; le Sultathiazol ent inhiber le dévelop- 
pement de P. avicida si celle-ci n’est pas abondamment ensemencée. 
Si, au contrairé, elle est richement ensemencée, elle pousse aussi 
bien dans-du bouillon au Sulfathiazol que dans: du bouillon normal. 
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Sa virulence n’est pas altérée. Mais une forte concentration sulfa- 
midique modifie l’aspect morphologique des germes. 


, 


LE POUVOIR PROTECTEUR DU SULFATHIAZOL 
DANS L’ INFECTION EXPERIMENTALE A’ P. avicida cHEZ LA POULE. |” 


*, ; 

Chez les poules, nous avons utilisé seulement le Sulfathiazol 
qui a montré, dans les expériences faites sur le pigeon, une puis- 
sance anti-infectieuse remarquable. Au cours de nos essais, nous 
avons utilisé du Sulfathiazol de préparations différentes : suisse 
(Cibazol), frangaise (Thiazomide) et allemande (Eleudron). Les 
résultats obtenus furent sensiblement. les mémes. 

Pour |’infection, nous avons employé des souches de P. avicida 
récemment isolées des cadavres de poules mortes de choléra. Les 


souches de P. avicida immédiatement aprés ]’isolement ont montré | 


‘en général la méme virulence. Voici quels furent les résultats du 
titrage de l’une.des souches que nous avons employées dans nos 
premiéres expériences. 


La souche n° 5723 ne tuait pas la poule 4 la dose de 10—?° d’une cul- 
ture en bouillon de vingt-quatre heures. A la méme dose elle tuait un 
pigeon sur deux. A la dose de 10—® elle tuait la poule en trois jours et 
le pigeon en trente heures. La dose minima mortelle pour la poule:étai 
donc un milliardiéme d’une culture en bouillon. F 


Le Sulfathiazol s’est montré chez les poules aussi, actif que chez 
le pigeon. 


PREMIERE EXPERIENCE. — @) 3 poules sont sulfamidées le 23 octobre 
4 13 heures. Chaque poule recoit per os 0,5 g. de Sulfathiazol. Quatre 
heures plus tard 3 sont infectées avec P. avicida..On inocule 4 chaque 
poule par voie intramusculaire 10 doses minima mortelles. Les poules 
ont toutes résisté. ; 

b) Trois poules sont sulfamidées dans les mémes conditions. L’infec- 
tion est faite 4 la méme dose, mais cette fois tout de suite aprés ]’admi- 
nistration du Sulfamide. Les poules ont résisté. ; 

c) Trois poules sont sulfamidées dans les mémes conditions que les 
-précédentes. L’infection est faite 4 la méme dose mais quinze heures 
apres l’ingestion du sulfamide. 

Résultats : Une poule est morte quarante-huit heures aprés |’infec- 
tion. La région pectorale dans laquelle l’inoculation avait été pratiquée 
est trés tuméfiée, les muscles ont l’aspect de la chair bouillie ; ils sont 


_- pales, trés friables et entourés d’une masse gélatineuse, presque fluide. 


Les organes internes ne présentent pas de lésions caractéristiques. Les 
suffusions sanguines ainsi que les zones nécrotiques du foie sont 
absentes. Les Pasteurella y sont assez rares. z 

La deuxiéme poule, bien qu’elle ait présenté le deuxiéme et le troi- 
siéme jour des symptémes asséz graves de choléra (dyspnée, somnolence) 


ne meurt que le dixiéme jour. On trouve a l’autopsie une nécrose 


/ 
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sandtte de la peau au lieu de V’inoculation. Les cultures des organes 
furent positives. e 
La troisitme poule a résisté. ° i ; 
Parallélement aux trois lots, d’ expérience « “on a inoculé comme 
témoins 2 poules : une A la dilution de 10—° et l'autre LO= Ss) SICES 
2 poules sont: mortes respectivement quahenttes -six et quarante- Bare 


heures aprés V'infection. Re 
a 


A . 


y 


Le Sulfathiazol peut prévenir el méme guérir une infection a 


P. avicida. Sa valeur préyentive est! limitée au maximum a deux 


jours, comme il résulte de l’expérience suivante. 
Druxiime ExpERIENcE. — Un lot-de 4 poules est - sulfamidé. ‘Chaque 
poule recoit 0,5 g. de Sulfathiazol par voie buccale. 2 de ces poules 


sont infectées deux jours et les 2 autres quatre jours plus tard. Chaque 


poule recoit 10-8 d’une culture en bouillon, de vingt-quatre heures, 
donc 10 doses minima mortelles. Une poule infectée deux jours aprés 
l’administration de Sulfamide a résisté ; les 3 autres poules sont toutes 
mortes de choléra. A l’autopsie elles présentent de grandes lésions 
cedémateuses locales. 


Le Sulfathiazol, adhered per os simultanément a Vinfection, 
peut protéger la poule vis-a-vis de doses de culture encore plus 
importantes que celles que nous avons utilisées dans les expé- 
riences précédentes. - 


2 


\ 3 ay, : : 
TROISIEME EXPERIENCE. — a) Deux poules regoivent chacune 0,5 g. de _ 


Sulfathiazol per os ; ensuite on inocule 4 chacune 10—* d’une culture 


en bouillon de vingt-quatre heures. 


Les poules ont résisté. 

b) Deux poules sont sulfamidées et infectées dans les mémes condi- 
tions que celles du lot précédent, mais la dose de culture inoculée est 
dix fois plus. grande : 10—-%. : 

Les poules résistent. : : 

¢) Deux poules sont sulfamidées et infectées dans les mémes condi- 
tions. que les précédentes, mais la dose de Sulfamide est réduite de 
moitié — 0,25 g. — tandis que la dose de culture est dix fois plus grande 
10=2. 

Les poules-ont résisté. 

a) Deux autres poules sont sulfamidées & une dose encore plus ae 
— 0,125 g. —, l’infection est faite A la dose de 10-2. 

Les poules sont mortes quarante-huit Heures aprés l’infection. 

e) Deux poules sont sulfamidées et infectées aux mémes doses que 
celles du lot précédent, mais le Sulfamide — 0,125 g.»— est inoculé 
par voie intramusculaire (la substance médicamenteuse est mise en 
suspension dans une solution de gomme arabique). 

Les poules ont résisté. 

f) Deux poules recoivent, per os, 0,5 g. de Sulfathiazol ; aussitét apres 
elles sont inoculées avec une trés forte dose de culture en bouillon de 
P. avicida :.0,1 c. ¢. pour chaque poule. 
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_ Les poules sont mortes respectivement vingt et quarante-huit heures 
aprés l’infection. A l’autopsie, intense réaction locale. 

g) On administre per os du Sulfamide A deux poules — 1 g. cha- 
cune. Une heure plus tard elles sont infectées & la dose de 0,1 c. c. d’une 


culture en bouillon de vingt-quatré heures. 
Les 2 poules sont mortes de choléra respectivement quatre et 


-cing jours aprés l’infection. 


h) Trois poules sont sulfamidées et infectées avec P. .avicida dans les 
mémes conditions que celles du lot précédent. Mais six heures aprés 
Vinfection chacune recoit encore 0,5 g. de Sulfathiazol. 

Résultat : deux poules sont mortes : une seule a résisté. 


Done le Sulfathiazo] administré per os a la dose de 0,5 g. ou 
méme de 0,25 g., ou par voie parentérale a la dose de 0,125 g¢., 


protége la poule vis-a-vis d’une infection faite 4 une dose de culture 


qui représente pour |’espéce au moins 10 millions de doses minima 
mortelles (1). ; ; 


La TOLERANCE DE L’ORGANISME DE LA POULE Au SULFATHIAZOL. 


La dose de 0,5 g. de Sulfathiazol administrée par voie buccale 


fut toujours parfaitement supportée par nos poules. Nous avons, 
‘chez une partie de nos animaux, répété plusieurs fois cette dose 


sans remarquer aucun trouble. Le sang n’est pas sensiblement 
modifié par cette dose de sulfamide. Le nombre des globules 
rouges ne diminue pas ; les globules blancs, eux aussi, ne souffrent 
des modifications ni dans leur nombre, ni dans leur rapport. 
Une dose plus forte de Sulfathiazol provoque parfois des 
troubles assez gnaves de ]’appareil gastro-intestinal. 


J 


L’ABSORPTION ET L’ ELIMINATION DU SULFATHIAZOL 
CHEZ LES POULES. 


F 


Nous avons fait, A ce sujet, plusieurs expériences ; les résultats 


-obtenus ne sont pas toujours concordants. Nous donnons ci-des- 


sous les résultats d’une seule expérience. 


Quatre poules sont sulfamidées par voie buccale ; chaque poule recoit 
1 g. de substance. Une heure plus tard, trois poules sont infectées avec 
une forte dose, 0,1 c.c. d’une._culture en bouillon de vingt-quatre 
heures. Une, trois, six et vingt-quatre heures aprés l’administration du 


(1) A la fin de l’hiver et au cours du printemps, les poules sont plus 


‘sensibles A la P. avicida que pendant les autres saisons. Pendant ces 


saisons, il nous est arrivé que les mémes doses de Sulfamide ne réus- 
sissent pas a enrayer une infection faite avec une forte dose de culture. 


‘En toiite saison d’ailleurs, il faut utiliser des poules dont l’état général 


est parfait. Les poules utilisées par nous étaient toujours de la race 
commune en Roumanie. — ‘ 


Annales de Ulnststut Pasteur, t- 74, ne 7-8, 1945. AT 
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TasLeAu II]. — Absorption et élimination du ‘Sulfathiazol 
chez les poules normales ou infectées au Pasteurella avicida. ' 


DOSAGE DU SULFAMIDE DANS LE SANG 
en milligrammes ~ 


en, 


aprés aprés ; aprés” aprés we » 
1 ene 3 houres 6 heures | 24 heures Résultat 


~G. A. infectée . Morte 22 heures aprés 
, ite ‘ Vinfection. 
ur G. R. infectée . Morte 48 heures aprés 
a infection. 
~ | C. infectée. . . Résiste. - nal 
G. N. temoin 


71) La quantité du sulfamide est calculée pour, 100 c.c. de sang. 


Sulfathiazol les quatre poules sont saignées pour faire le dosage du 
médicament dans leur sang. 


Les résultats sont notés ee le tableau ci-dessus. I] ressort de ~ 
ces chiffres que le sulfamide s’absorbe assez vite. Une heure aprés 
Yadministration, la concentration du médicament ‘atteint dans le - 
sang le chiffre maxima. Chez la poule non infectée, cette concen- 
tration se maintient au moins pendant six heures, tandis que chez 
les poules infectées, on constate .réguligrement une diminution 
rapide de la quantité de sulfamide circulante. Cette baisse peut 
s’expliquer par une consommation de sulfamides par les orga- 
nismes infectés. 

On constate aussi, en examinant les chiffres du tableau, que . 
quantité de sulfamide absorbée peut varier du simple au double 
d’une poule a l’autre. Ces différences individuelles dans le pouvoir 
adsorbant n’est pas sans répercussion sur ]’évolution de la maladie. . 
C’est ainsi que la poule G. A. qui absorbe mal Je sulfamide 
),.* succombe au choléra trés vite, tandis que les deux autres poules. 


qui ont mieux adsorbé le médicament, ont mieux résisté aly infec- 
tion. 


Ces constatations peuvent eepiujuer certains insucces, ou mieux 


tale r encore certaines variations dans les résultats donnés par la sulfa- 
tot’ i midothérapie. | te 
ae PaR COMPARAISON AVEC LE SULFATHIAZOL, 
a / QUELLE EST LA VALEUR PREVENTIVE DE L’ IMMUNSERUM ? » 

& td 
, yy 
or Expiirrence. — a) Deux poules recoivent par voie intramusculaire 
; ; *&c.c. d’un immunsérum. : ES aa 


ACTION DES SULFAMIDES SUR P. AVICIDA , 259 


b). Deux mebres poules recoivent de méme la moitié de cette dose, 
2,5 €. Cc. 


c) Et enfin, deux autres poules qui constituent le troisitme lot sont © 


injectées de la méme facon, mais A la dose de 1 c.c. 

Vingt-quatre heures plus tard, les poules des trois lots sont infectées 
avee P. avicida ; chaque poule recoit par voie intramusculaire 0,01 c. c. 
d’une culture en bouillon de vingt-quatre heures. 

- Résultat : les poules du premier et du deuxiéme lot ont survécu A 
‘cette sévére épreuve ; celles du troisiéme lot sont mortes So reapeeriremnest 
deux et x ar jours aprés l infection. 


Dans. une autre expérience, nous avons pu constater que le 
sérum.a la dose de 4-e. e. peut protéger la poule vis-a-vis d’une 
forte dose de culture — 0,1 ¢.c. Les sulfamides n’ont sauvé 


que rarement les poules infectées avec une telle dose. Le sérum- 


_immun s’élimine de lorganisme beaucoup plus lentement que le 
sulfamide ; Ia durée de l’immunité qu’il confére est done plus 
longue. 


EXPERIENCE. — Quatre poules sont sérumisées le 19 octobre. Chaque — 


poule recoit 2,5 c.c. d’immunsérum. 

Deux de ces poules sont infectées avec P. avicida quatre jours plus 
tard ; chaque poule recoit 0,0001 c.c. d’une culture en bouillon de 
wingt- quatre heures. Les poules ont résisté. 

Les deux .autres poules sont we no: oe avec Ila méme dose de culture 
quatre jours plus tard. 

“Une poule est morte de choléra eas jours aprés l’infection. L’autre 
a résisté. 

L’immunité conférée par le sérum immun dure en moyénne buit 
jours, 


Le sérum se montre’ donc supérieur aux sulfamides tant par 
son innocuité parfaite que par sa valeur préventive. 


L’IMMUNITE CONTRE LE CHOLERA DES POULES. 


Nos expériences ont démontré qu’il est possible de conférer 
aux poules une immunité si solide qu’elles peuvent résister. & un 
milliard de doses minima mortelles. On arrive a ces résultats en 
inoculant aux poules des doses ecroissantes de cultures simulta- 
nément aux sulfamides ou au sérum immun. Voici a titre eexoupr 
le pretocole de quelques-unes de nos expériences. 


PREMIERE EXPERIENCE. — Six poules sont infectées avec P. avicida 
A la dose de 10—* d’une culture en bouillon ; on administre simulta- 
nément A chaque poule 0,5 g. de Sulfamide per os. 

Le 4 novembre — douze jours-plus tard — les six poules subissent le 
méme traitement, mais Ia dose de culture est portée 4 10—* d’une 
culture en bouillon. 

Le 14 novembre, on augmente de nouveau Ja dose de culture — 
0,01 c. c., la dose de Sulfathiazol restant la méme-. Trois poules n’ont 
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pas supporté bette dose et elles sont mortes respectivement deux, deux 
et cing jours plus tard de choléra. La quatriéme poule a maigri enn: 
mément ; sa mort ne survint que le 28 janvier. 

Le 2 décembre, on répéte le traitement du 14 novembre sur les 
deux survivantes. Une seule poule reste ; l’autre meurt de choléra. 

La poule qui a résisté est inoculée avec P. avicida a la dose de 
0,01 c.c. les 19 décembre, 12 et 28 janvier et le 17 février. Chaque 
infection est accompagnée d’administration par voie buccale na une 
pastille de Sulfathiazol, c’est-d-dire 0,5 g. 

Les 2, 17 et 31 mars, 14 avril, 7 et 14 mai, la ponie est indeulée: 
toujours parallélement a l’administration de 0,5 g.<de Sulfamide per os, 
respectivement aux doses de 0,04; 0,08; 0,1; 0,2; 0,5 et 1 c.c. 
de culture en bouillon d’une souche virulente de Ps avicida. 

Le 27 mai, on éprouve l’immunité en lui inoculant, cette fois sans 
Sulfamide, 0,2 c. c. de culture. La poule résiste. Des doses progressives de 
cultures virulentes sont inoculées 4 cette poule le 19 juin (0,5 c.c.), 
le 14 juillet (0,5 c. c.), le 26 juillet (1 c.c.), le 9 aodt (1,25 c. c.). Aprés 
une pause de 42 jours, la poule est infectée 4 la dose de 0,5 c.c. Elle 
meurt de choléra deux jours plus tard. La poule était maigre, anémiée 
par un séjour en cage de presque un an. : 


-DEUXIEME EXPERIENCE, — Deux poides et. un coq sont. infectés et 
sulfamidés le 12 décembre. Chaque poule recoit par voie intramusculaire 
0,01 c. c. de culture en bouillon de P. avicida et par voie buccale 0,5 g. 
de Sulfathiazol. Les poules résistant, on leur applique le méme traite-_ 
ment le 12 janvier. Une poule, n° 12, et, le coq, n° 23,, nee 
Vautre poule maigrit et meurt cachectique le,2 février. 

A la poule et au coq, on inocule la méme dose de culture virulente 
et on leur administre la méme quantité de Sulfathiazol le 28 janvier, 


et le 17 février. Le 2 mars on augmente la dose de culture 4a 0,02 c.c., 


la quantité de Sulfamide restant Ja méme. 

Toujours simultanément & l’administration, de 0,5 g. de Sulfathiazol} 
on inocule aux deux oiseaux le 17 mars, 0,04 c. c. de culture ; le 31 mars, 
0,1 c.c. ; le 14 avril, 0,2 c./c. ; le 7 mai, 0,5 c. c. at leo anaes Teac: 
Le 27 mai, on éprouve leur immunité en leur inoculant de la culture 
virulente 4 la dose de 0,2 c. c. Ils résistent. On continue de leur inoculer 
de la culture. C’est ainsi qu’ils regoivent le 7 juin : 0,5 c. c. ; le 19 juin, 
0,5 c. c. ; le 2 juillet, 0,5 c. c. ; le 14 juillet, 0,5 c.c. ; le 26 juillet, 1c. c. ; 
le 9 aodit, 1,25 c. c. ; le 21 septembre, 0,5 c. c. ; le 18 octobre, 0,5 c. c. 


Par des méthodes similaires et en employant ]’immunsérum 
on a également réussi 4 immuniser ‘des poules. Mais les pertes au 
cours de l’immunisation sont aussi sévéres que lors de |]’utilisation 
du sulfamide. C’est ainsi que d’un lot de quatre poules, une 
seulement est arrivée a supporter un milliard de doses minima 
mortelles. d’une culture de P. avicida. 

Au total, on a essayé d’immuniser 26 poules dont 5 sont 
arrivées a supporter de fortes doses de culture virulente:et trois 
seulement ont définitivement résisté. Deux poules, bien qu’elles 
aient fait preuve d’une assez solide résistance, sont mortes a la 
suite d’une inoculation de culture qui, une fois, ne dépassait pas les 

@ I 
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doses précédemment administrées. C’est ainsi qu’est survenue la 
mort d’une poule de la premiére expérience. La deuxiéme poule 
fait partie d’un lot sur lequel on a essayé une immunisation rapide. 
On a administré d’emblée de fortes doses de cultures — 0,1 c. ¢., 
ainsi que-des quantités trés grandes de Sulfathiazol (jusqu’ aie: oF: 
en vingt-quatre heures). On a répété quatre fois ce traitement ; 

ensuite on a inoculé de la culture seule. Les deux premiéres inocu- 
lations étaient faites A la dose de 0,2 c. c. et elles furent trés 
bien tolérées ; la troisiéme fut faite a une dose plus forte de 
culture : 0,5 Oe. La poule a succombé deux jours plus tard. 
A l’autopsie, on a constaté que la lésion principale était située 
dans les poumons, ceux-ci étaient enflammés et entourés d’une 
masse gélatineuse riche en liquide -clair. Les pasteurelles y 
abondent, alors que dans les autres organes, elles étaient assez 
rares, L’état général de la poule était trés bon. 

On ne saurait expliquer d’une maniére satisfaisante le méca- 
nisme de Ja résistance de nos poules. I] est certain que ]’inoculation 
par voile sous-cutanée de culture virulente est suivie chez les poules 
‘immunes ou sulfamidées, de la formation d’un foyer inflamma- 
toire. Ce foyer se développe assez vite — quelques heures — et 
il contient un liquide clair, citrm. La Pasteurella disparait d’ordi- 
naire au bout de vingt-quatre heures. Mais chez une poule sulfa- 
midée nous avons trouvé des germes, par culture, dans ce foyer, 
méme aprés huit jours. Ceux-ci par ce séjour en contact avec les 
humeurs et le sulfamide, n’avaient rien perdu de leur pathogé- 


néité; ils tuaient le pigeon a la méme dose que ceux de la souche 


d’origine. 

Chez les poules immunes, ]’infection 4 une forte dose de culture 
virulente provoque une réaction thermique; celle-ci ne dépasse 
jamais un degré. L’ascension de la courbe thermique dure 
d’habitude deux jours. 

Le fait que les poules 4 la suite des infections répétées préve- 
nues par des sulfamides deviennent immunes, prouve que le 
médicament n’agit pas in vivo comme un antiseptique et que 
l’organisme prend une part active dans la destruction des germes. 
Le sérum immun, lui aussi, agit 4 égard du germe par |’inter- 
médiaire de ]’organisme. — 


Conclusions. | 


Les expériences préliminaires faites sur le pigeon ont démontré 


que le Sulfathiazol a une action spécifique vis-a-vis des infections - 


provoquées par la P. avicida. La Soluseptasine, le Septoplix et la 
Sulfapyridine sauvent au maximum 75 p. 100 des pigeons infectés. 
Le Prontosil. ainsi que Je Tibatin se sont montrés totalement 
machis. 

' Le Sulfathiazol in vilro se montre bactéricide, 4 condition que 
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les germes ensemencés ne soient pas trop nombreux. Si ce nombre 


~ dépasse 10.000 pour 10-c.c. du bouillon au Sulfathiazol 4 la _ 


concentration de 0,055 ou 0,0055 p. 100, alors la P. avicida se 
multiplie et le nombre des germes est finalement le méme que dans. 
les tubes témoins. Les microbes qui ont végété en présence de 
Sulfathiazol ne sont pas du tout modifiés dans leur pouvoir patho- 
éne. ; $ 
F In vivo, chez les poules, le Sulfathiazol’ montre une haute 
valeur anti-infectieuse. Adminisiré per os a ® dose de 0,25 g. 
simultanément a ]’inoculation de la culture, il empéche une infec- 
tion faite avec une forte dose de culture virulente — 0,01 c. c. — 
ce qui représente au moins 10 millions de doses minima mortelles. 
Le Sulfathiazol a4 la dose de 0,5 g. est parfaitement toléré par 
la poule. La dose de 1 g., administrée d’un coup, peut provoquer 


_ des accidents qui se traduisent par la parésie du jabot et la non 


absorption du médicament. | 
Le sulfamide s’éliminant trés vite de l’organisme de la poule, — 
Al résulte que la résistance qu’elle peut conférer est de trés courte 
durée — au maximum deux jours. Sa ain 
Le sérum immun 4 la dose de 2,5 c. c. protége la poule vis-a-vis 
d’une infection a P. avicida faite avec 10 millions de doses minima | 


~ mortelles. A la dose de 4 ¢. c., il protége la poule vis-a-vis d’une 


infection dix fois plus grande. La durée de Vimmunité conférée 
par le sérum est au maximum de huit jours. : 

Les infections 4 P. avicida prévenues par Jes sulfamides ou 
par le sérum immun ,conférent a la poule ainsi qu’au pigeon un 
certain degré d’immunité. A la longue, les poules traitées plusieurs 
fois de cette maniére acquiérent une immunité assez solide; elles. 
peuvent supporter sans aucun traitement plus d’un milliard de 
doses minima mortelles de culture virulente. > 

Mais au cours de Vimmunisation un grand nombre de poules 
meurent de choléra, ou elles deviennent cachectiques et succombent 
sans présenter des lésions de pasteurellose. D’autre part, les poules 
qu’on croyait immunes peuvent succomber a une nouvelle infec- 
tion. L’immunité que les poules peuvent done acquérir se montre 
assez fragile. Cette fragilité n’est pas due au germe mais a la 
poule, a l’impossibilité de son organisme de fabriquer des_anti- 
corps. En effet, par rapport au sérum immun de cheval, les sérums 
de poules immunisées sont de beaucoup plus pauvres tant ‘en 
anticorps agglutinants que protecteurs. — ied 
_ La prophylaxie du choléra des poules, étant donné l’incapacité 
de cette espéce 4 acquérir une immunité active, doit se faire par 
des sérums ou par des sulfamides. Ces derniers pourraient. 
offrir quelques avantages par rapport .au sérum immun. 
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SUR LA PROTEINE DE LA GRASSERIE DU VER A SOIE 


Ill. — ETUDE DE CERTAINS DE SES GROUPEMENTS LIBRES (") 


ee Pierre DESNUELLE et CHANG CHI TAN. 


(Laboratoire de Chimie biologique de’ i Faculté des Sciences. 
Institut de Cie de l'Université, Lyon.) 


Deux précédentes études [4, 2] nous ont permis de caractériser 
et‘de doser un certain nombre des acides aminés libérés au cours 
de hydrolyse de la protéine du virus de la grasserie. Mais, 1] con- 
vient de remarquer que, d’une facon générale, préalablement a 
toute hydrolyse, les molécules protéiques intactes possédent cer- 
tains groupements libres dont étude semble étre parfois de toute 
premiére importance. Tel est le cas en particulier des protéines 
physiologiquement actives dont les propriétés paraissent étre liées 
a la présence, dans leurs molécules, de, groupements libres a 
caractére chimique bien déterminé. On a donc cherché depuis 
quelques années a réaliser Je bloquage sélectif de tel ou tel grou- 
pement lbre de ces protéines afin d’en étudier les conséquences 
sur leur activité, et il semble que ce soit l’acétylation par le 
céténe qui ait donné a cet égard les résultats les plus intéressants. 


Quand on traite en effet par le céténe soit la pepsine (Herriott et 
Northrop [3], Herriott [4]), soit l*hormone pituitaire (Li et coll. [5]) 
et l’insuline (Stern et White [6]), soit le virus de la mosaique du tabac 
(Stanley [7], Miller et Stanley [8], Schramm et Miiller [9, 40]) on 
peut constater de fagon tout a fait générale que 1’acétylation compléte 
des groupements aminés libres de ces diverses protéines n’affecte en 
rien leurs propriétés physiologiques, tandis que l’acétylation commen- 
cante de leurs OH*phénoliques entraine une hie us inactivation. fe 


Il nous a paru intéressant de répéter de ‘elles expériences avec 
le virus de la grasserie. Mais avant d’étudier sur le ver a soie 
l’activité de la protéine en fonction de son acétylation, il, était — 
nécessaire de déterminer, sur le plan chimique, comment s "effec- 
tue cette acétylation. La premiére partie du inten travail est 


(*) Note présentée & la séance du 2 mars 1944 de I'Associat on des 
Microbiologistes de Langue Francaise. = 


\ 
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ainsi consacrée a Vétude de l’action du céténe sur la protéine du 


virus. 


D’dutre part, Felix et ses collaborateurs [44, 12] ont indiqué 


qu'il était possible, en faisant passer un courant d’acide chlorhy- 
drique a sec A travers une suspension fine de protéine dans le 


~ méthanol rigoureusement anhydre, d’obtenir, sans hydrolyse nota- 


. sion générale du sujet, nous avons consacré la deuxiéme partie — 


ble, le chlorhydrate de son ester méthylique. L’augmentation de la 


teneur de la protéine en halogéne et en groupes méthoxyles doit 


permettre alors de déterminer, dans la molécule  protéique, le 
nombre d’une part des groupements basiques libres susceptibles 
d’étre salifiés par un acide fort, et d’autre part des carboxyles 
libres estérifiables. 

Signalons cependant que Kiesel, et Znamenskaja [43] ont nié 
que l’on pouvait, dans ces conditions expérimentales, estérifier une 
protéine sans la dégrader plus ou moins profondément. I] nous 


semble, d’autre part, que ]’exactitude des résultats expérimentaux | 
publiés par. Felix soit sujette a caution. Toute cette question, sus- 


ceptible de nous renseigner utilement sur la structure des molé- 
cules protéiques, parait donc devoir étre étudiée de nouveau de 
facon systématique. 

Quoi qu’il en soit, et sans vouloir ShGeprdiare ici une discus- 


du présent travail a ]’étude du comportement vis-a-vis de ]’estéri- 


fication, de la protéine du virus de la grasserie ; 4 la préparation, 


d’un ester soluble dans l’eau dont activité physiologique pourra 
étre essayée ultérieurement ;. enfin, 4 ]a comparaison des proprié- 
tés de cet ester avec ce que nous savons déja de la constitution 
de la protéine. 


fs ae ACETYLATION DE LA PROTEINE DU VIRUS PAR LE CETENE. 


Le céténe utilisé est produit dans un appareil analogue a celui 
décrit par Herriott [44] par pyrolyse de l’acétone en vapeur; au 
contact d’un fil de tungsténe de 0,15 mm. de diamétre et 50 cm. 
de long, parcouru par un courant de 3,6 amp. Le gaz barbote 
apres purification dans 10 c.c. de tampon acétate a pH 5,5 conte- 
nant en suspension 120 mg. de protéine fraichement précipitée. 

Apres des temps d’acétylation variables, la protéine est recueil- 
lie par centrifugation: et lavée. On suit alors dans les divers 
échantillons quelques-unes des transformations d’ordre chimique 
intervenues.~ - 


1° DosaGE DE L’AZOTE DES GROUPEMENTS AMINES LIBRES. — La 

protéine plus ou moins acétylée est dissoute dans une solution de 

soude N/30 ct un volume connu de cette solution, aprés neulra- 

lisation éventuelle, est soumis au dosage selon Van Slyke (temps 
} 
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d’action trente minutes). Voici, a titre’ d’exemple, ‘les résultats 
numériques obtenus avec la protéine du virus avant acétylation : 


47,6 mg. de virus (en solution dans NaOH N/80) dégdgent, > 


compte tenu d’un essai témoin, 0,63 c.c. de N, (Temp. : 15°, 
pression : 752 mm. Hg), soit N de NH, libre = 0,765 p. 100. 


2° ETUDE DE LA DISPARITION DES GROUPEMENTS HYDROXYLES PHENO- 
LIQUES AU COURS DE L’ACETYLATION. —- On sait que la coloration 
bleue qui se développe quand on mélange le. réactif des phénols 
de Foline et une protéine en solution légérement alcaline est due — 
a la tyrosine, au tryptophane et a la cystéine que contient cette 
protéine. La protéine du virus étant dépourvue de cystéine, la | 
coloration obtenue. dans ce cas est proportionnelle 4 la somme 
(tyrosine + tryptophane) et il est alors possible d’exprimer cette 
-somme par le poids de tyrosine donnant naissance dans les mémes 
conditions A une coloration d’égale_ intensité. L’application de 
cette méthode a la protéine du virus est faite de la fagon suivante : 

29,8 mg. de protéine sont dissous dans 10 c.c. de NaOH N/30. 
Le pH est amené a 8,0 par addition progressive d’acide acétique 
N/20. On ajoute alors les quantités habituelles de tampon phos- 
phate M/10 et de réactif des phénols, et on porte la solution claire 
a 35° pendant quinze minutes: ~ ares 

Somme (tyrosine + tryptophane) trouvée (exprimée en tyro- 
sine) : 5,5 p. 100. . hia 

Cette méthode permet d’autre part, d’aprés Herriott [44] de sui- 
vre quantitativement la disparition des OH phénoliques de la pro- 
téine au cours de son acétylation. Si on effectue en effet sur une , 
proléine longuement acétylée le dosage colorimétrique précédent 
dans des conditions de pH‘telles (pH = 8) qu’aucune saponifica- 
tion ne puisse intervenii, la coloration obtenue est plus faible, 
toutes choses égales d’ailleurs, qu’avec la protéine initiale. Mais 
si, avant dosage, on maintient quelques instants A pH = 11,0 la 
protéine acétylée, la coloration reprend sa valeur initiale. Remar- 
quant alors, d’une part que la O-acétyl-tyrosine est aisément 
hydrolysée & pH = 11, et d’autre part que le dérivé acétylé du 
‘tryptophane est tout a fait stable dans ces conditions, on peut 
admettre que la baisse du pouvoir chromogéne de la protéine que 
on constate aprés action du céténe, est due a l’acétylation de 
ses OH phénoliques libres. . 

Nous avons observé précédemment [4] que si la protéine du 
virus n’est pas encore précipitée de ses solutions alcalines ‘quand 
on les améne progressivement 4 pH = 8, elle est, une fois préci- 
pitée, presque complétement insoluble dans des tampons ajustés 
a ces pH ou, tout au moins, ne s’y dissout que trés lentement. Il 
en est de méme de ses dérivés acétylés. Si on veut appliquer la 
méthode d’Herriott a ’étude de cette protéine, on est ainsi obligé 
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d’opérer en milieu hétérogéne, et la coloration produite par la 
protéine non dissoute ne peut se développer que trés lentement. 
Pour éliminer les causes d’erreur susceptibles de surgir de ce 
fait, nous avons dd opérer de la fagon suivante : 

On agite de la méme facon, dans des cellules plongées dans 
un thermostat 4 35° et contenant un méme volume du mélange 
tampon + réactif des phénols, d’une part un certain poids de 
protéine normale, d’autre part un méme poids de protéine acé- 
tylée. Aprés des temps bien déterminés, on mesure au stufopho- 
tométre de Pulfrich Vintensité des diverses colorations obtenues.: 
Ces dosages permettent de déterminer, dans chaque cas, ]’influence 
de la non-solubilité de la protéine non acétylée sur son pouvoir 


chromogéne, et de corriger ainsi les valeurs trouvées pour la 


protéine acétylée. Le tableau I donne quelques-uns des ‘chiffres 
obtenus avec des échantillons de -protéine du virus soumis A |’ac- 
tion du céténe pendant des temps de une demi-heure et de une 
heure. 


Tasigau 1..— Détermination de la somme (tyrosine + tryptophane} 
ei dans la protéine du virus acétylée. 


SOMME (TYROSINE + TRYPTOPHANE) POUR CENT 


TEMPS a! 
@agitation Protéine non acétylés - Protéine acétylée 
2 En | ee | [2 heure 1 heure) 
: SAeree Suspon— 1 Repair e tegl pee he oe 
q Observé | Corrigé | Observé | Corrigé 


Ces chiffres montrent que le pouvoir chromogéne de la protéine 
acétylée pendant une demi-heure et une heure est, aprés cotrec- 
tion, tout a fait indépendant du temps d’agitation et représente, 
‘selon toute vraisemblance, sa vraie valeur telle qu’elle serait 
déterminée dans les conditions normales du dosage. 

Nous avons réuni dans le tableau II les diverses transforma- 
tions d’ordre chimique intervenant dans la protéine au cours de 
son acétylation, telles qu’elles sont décelées par les méthodes de 
dosages précédentes. ( 

Ces résultats permettent les remarques suivantes : 
1° L’azote aminé. libre du virus non acétylé (0,765 p. 100) repré- 
sente, comme il est d’ailleurs norma] de le prévoir, 4 peu prés la 


‘ 
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nee Il. — Action du céténe sur la protéine du virus. 


SOMME 
(tyrosine + tryptophane) 
calculée en tyrosine 

(p- 100) “ 


~. i ay 
TEMPS D'ACETYLATION N pes NH, LIBRES 


(minutes) Abe! (p. 100) 


: 
0,763 
0.289 

~ 0,407 
0,000 
6,000 


moitié de ]’azote apporté a la -protéine par Ja lysine [0,880 
p. 100} (1). ie eal 

2° La coloration développée par la protéine du virus au contact 
du réactif de Folin et due a la tyrosine et au tryptophane enga- 
gée dans cette protéine est au contraire bien inférieure a celle 


que développeraient ces deux amino-acides s’ils étaient libres. Le’ . 
dosage colorimétrique de la protéine permet en effet de calculer 


une teneur en (tyrosine + tryptophane) égale a 5,5 p. 100, tandis 
que l’hydrolysat protéique contient comme on le sait [4] 9,6 p. 100 
de tyrosine et 3,3 p. 100 de tryptophane. Ce fait, qui n’est d’ailleurs 
pas particulier 4 la protéine du virus, montre que les deux acides 


(ou tout au moins ]’un d’eux) sont, dans |’édifice protéique, par-- 


tiellement soustraits 4 l’acfion du réactif. La cause de cet empé- 
chement nous est d’ailleurs encore inconnue. ‘ 


. . Bia ae Py . x y ‘ { 
3° Comme il a déja été noté pour d’autres protéines, le céténe, 
agissant sur la protéine du virus, acétyle d’abord ses groupe- . 
ments aminés libres ;-au bout d’une demi-heure, ceux-ci sont en. 


effet complétement bloqués. Ce n’est toutefois qu’au bout d’une 
heure d’acétylation que lon peut assister A une baisse nette du 
pouvoir chromogéne de la protéine vis-a-vis du réactif des phé- 
nols. Comme ce pouvoir chromogéne revient cependant A sa 
valeur normale si la protéine acétylée est, avant dosage, main- 
tenue quelques instants 4 pH = 11, la baisse constatée doit étre 


imputée a l’acétylation commengante de ses groupements hydroxy-’ 


les phénoliques libres. I] est donc aisé de. dissocier dans le temps 
l’action du céténe sur les groupements. aminés et phénoliques de 


la protéine du virus et de préparer par acétylation d’une demi-- 
“heure une protéine qui, si elle ne posséde plus aucun groupement 


aminé libre, a conservé intacts tous ses groupements hydroxyles 


phénoliques. 


\ 


(1) Chiffre calculé 4 partir de la teneur en lysine correspondant a 


hydrolyse II, considérée comme la plus exacte, du travail de Des- 
nuelle, Chang et Fromageot [4]. | 
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II. — Esrérirication DE LA PROTEINE DU VIRUS. 


L’estérification est conduite de la maniére suivante : 200 mg. 
de protéine sont mis en suspension dans 6 c.c. d’alcool méthyli- 
que fraichement distillé sur sodium et refroidi 4 0°. On fait alors 
barboter dans cette suspension de l’acide chlorhydrique sec ; aprés 
quinze minutes, la protéine passe en solution. On continue alors 
le barbotage jusqu’a saturation, aprés quoi la cellule est fermée et 


abandonnée dans la glace deux heures afin de laisser a la réac- 
tion le temps de se terminer. On précipite ensuite par de |’éther — 


anhydre, lave cing fois le précipité a ]’éther et le séche sous vide, 
sur potasse et P,O,. On fait enfin deux parts du produit ainsi 


-séché : lune est séchée de nouveau a 110° sous vide et sur 


potasse pendant vingt-quatre heures en vue du dosage ultérieur 
de Vhalogéne, l’autre est extraite quarante-huit heures a |’ éther 
de pétrole et séchée sur paraffine en vue du dosage des groupe- 
ments méthoxyles. * 

On répéte ensuite ces diverses opérations jusqu’a ce que l’on 
obtienne un produit de composition rigoureusement constante. 
L’estérification de la protéine du virus donne naissance, dans ces 


conditions, & une poudre extrémement divisée et un peu jaunatre,’ 
trés soluble: dans l’eau. Cette solubilité dans l’eau, commune. 


d’ailleurs 4 tous les chlorhydrates d’esters protéiques, contraste 
ici de facon frappante avec l’insolubilité presque totale de la 


protéine initiale. 


Les halogénes sont dosés par la méthode de Volhard aprés trai- 
tement de l’ester protéique par l’acide sulfurique en présence 
de chromate d’argent et de potassium, d’aprés Zacherl et Krai- 
nic [45]. . 


La somme des groupements O,— CH, provenant de |’estérifica- 


tion, et S— CH, apportés par la méthionine est déterminée par 
la méthode classique, améliorée récemment par Kuhn et coll. [46]. 
Dans ce qui suit, la part de cette somme qui revient a la mé- 


thionine est calculée en méthoxyle, compte tenu de ]’augmenta- . 


tion du poids moléculaire de la protéine aprés estérification. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


Les résultats expérimentaux obtenus comparativement avec de 
la caséine « d’aprés Hammarsten » et la. protéine du virus sont 
réunis dans le tableau III. - 

Il est facile de calculer a partir de ces chiffres le nombre de 
groupements basiques salifiables et de groupements acides esté- 
rifiables présents dans la molécule protéique initiale (tableau IV). 

On peut supposer que les groupements basiques salifiables sont 
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Tapueau II]. — Augmentation de la teneur en halogéne et méthoxyle 
de la caséine et de la protéine dy virus aprés estérification. 


\ 


Ve eae ae Ct : ,TENEUR EN METHOXYLE 
| ealculée en Cl Liens cent 
PROTEINE 
F| Avant. Aprés | { eae | 
er esté- | esté- « Dirk : te Ditte- 
Fification | Frification | . 


, Caséine : Pas ST. 
Protéine du virus - ’ 4,04 | 4, Pose = 


- \ i ~ \ 
Tasizau IV. — Groapements salifiables et estérifiables 
de la caséine et de la protéine du virus. 
A ae \ z 


GROUPEMERTS LIBRES — 
POIDS 
PROTHINE : ; 
oH permis ened bese ASP _ estérifiables 
SS Se : 
| Caséine ee 100 000 £09 tet 50 
pra | Protéine du virus. . .| $7..600 420 | AEA 
heh ie (poids mol min.).) 


: apportés 4 Ja protéie par ses bases hexoniques. ‘Le tableau V 
rappelle 4 cet égard ce que l’on sait de la teneur en ces bases des. 
deux protéines considérées : . : 


, ; 
Taptzau V. — Teneur de. la caséine et de la protéine du virus 
en.bases hexoniques. — : 


ean NOMBRE DE MOLECULES NOMBRE 
PROTEINE Sia RE NERY oe i> NEAR net oa pa ee 
; (grammes) f é \ de groupes } 
, | darginine | d'histidine | de Iysine | bastques 


| cassine .. . 100.000 |. 24 17 63 104 
Protéine du virus. 97.600 34 45 70 446 
: (poids mol. min. ). 


L’aecord entre le nombre de groupements salifiables déduit de 
la feneur en chlore du chlorhydrate de lester et le nombre de 
groupements basiques mesuré dans un méme poids de protéine 
apparait donc excellent chez les deux protéines considérées ; il 
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 parait Nana tout a fait improbable qu’une hydrolyse appréciable 
de ces protéines se soit produite en cours d’estérification. 

On pourrait alors étre tenté de conclure que le nombre de grou- 
pements méthoxyles acquis par les protéines au cours de leur 
estérification correspond, de la méme facon, au nombre de grou- 
pements carboxyles libres qu’elles contiennent. La molécule de 
virus, qui posséde 111 groupements estérifiables et 67 groupe- 


ments amides, devrait ainsi contenir 178 molécules d’ acides mono- 
aminés dicarboxyliques. 


Si l’on essaie cependant d’effectuer ce calcul pour la caséine 
« d’aprés Hammarsten » dont la teneur en les acides aspartique, 
glutamique et oxyglutamique est bien connue, on obtient les résul- 
tats suivants : 100.000 g. de caséine « d’aprés Hammarsten » con- 
_tiennent : 


MOLeA Gide: site MINOs, wares =e SExy eRe ee ee oe aS 448 
MoONPA Clie SS perineal ete ays, Spey aie Wiad wh lies 30 
Mol. Acide oxyglutamique. ...... SeMPcIn cahe) Ve eae men 64 

UG) CN a ORCS Mera ape eases RES Be Raat 242 
Adéduire proupements amides ...0.0 0663 6-6 os ye se 125 
Groupements carboxyles libres calculés ........... 447 
Groupements estérifiables trouvés ....... af PO Fe 50 


La différence entre le nombre de groupements estérifiables et 
le nombre de groupements carboxyles libres apparait ainsi, dans 
le cas de la caséine, fort importante et dépasse considérablement 


les erreurs de dosage susceptibles d’étre commises. Les théories - 


actuelles concernant la constitution’ chimique des protéines ne 
permettent pas d’en apporter une explication satisfaisante. Une 
telle différence rend illusoire tout calcul de la quantité d’acides 
aminés dicarboxyliques contenus dans la protéine du virus a. par- 
tir de Ja teneur en groupements méthoxyles du chlorhydrate de 
son ester méthylique. 


RESUME. 


Le céténe agissant sur une suspension de la protéine du virus 
de la grasserie dans un tampon a pH = 5,5 acétyle tous ses 
sroupements aminés libres en une demi-heure. Au contraire, ses 
groupements phénoliques ne commencent a s’acétylen qu’au bout 
d’une heure. I] est donc possible de préparer, par acétylation 
d’une demi-heure, une protéine ne possédant plus de NH, libres 
mais dont tous les OH phénoliques sont encore intacts. il sera 
intéressant d’en ,étudier l’activité physiologique. 

D’autre part, en faisant passer un courant d’acide chlorhydri- 
que. sec dans une suspension de protéine du virus dans le métha- 


nol anhydre, on peut obtenir le chlorhydrate de son ester méthy-_ 


lique. La teneur en chlore de cette substance permet de calculer, 
avec une bonne approniaiyen, le nombre de groupements basi- 
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ques libresapportés a 1a protéine par l’arginine, Phisudine: et la 
lysine. Une étude comparative faite sur la caséine « d’aprés Ham- 
marsten » montre qu'il n’existe au contraire aucune relation 
entre la teneur d’une protéine’en groupements carboxyles libres | 
et en groupements estérifiables. 


\ 
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RECHERCHES SUR LE MECANISME DE LA REACTION. 
DE BORDET-WASSERMANN 
ETUDE CINETIQUE DE LA FIXATION DU COMPLEMENT 


par J. CHOUTEAU. 


(Institut A. Fournier. Service du Prof. .C. Levaprrt.) 


f INTRODUCTION . 


Le mécanisme de la fixation du complément dans la réaction 
de Bordet-Wassermann pour le sérodiagnostic de la syphilis a 
donné lieu & de nombreux travaux, d’ot se sont dégagées deux 
théories principales : celle de ambocepteur et du groupement 
complémentophile d’Ehrlich et Morgenroth [4] et celle de Bor- 
det [2]. S’appuyant sur les constatations dé Dean [3] et 

4 Renaux [4], concernant ]’état physique et particuliérement la dis- 
persion du complexe antigéne-réagine syphilitique et son rapport 

avec l’intensité de Ja fixation de l’alexine, Bordet envisage cette 
fixation comme un phénoméne d’adsorption comparable aux phé- 
noménes de teinture. Signalons, par ailleurs, une autre concep- 
tion, moins importante, suivant laquelle le complément jouerait 
un role de colloide protecteur vis-a-vis de la floculation: antigéne- 
réagine syphilitique et s’épuiserait dans cette “action disper- 
sante [5]. 

Nous avons pensé qu'il était possible d’obtenir quelques préci- 
sions sur le mécanisme de la réaction de fixation du complément, 
en étudiant les vitesses de réaction et, surtout, influence de la 
température sur ces mémes vitesses, 


L’étude des vitesses de réactions sérologiques n "est. guére sortie 


du domaine de l’empirisme. Bordet (loc. cit.) admet que la réac- 
tion nécessite un certain temps de fixation, qui parait varier sui- 
vant les techniques des divers auteurs, entre trente minutes et une 
heure. Nos premiers travaux, avec H. Rocher, nous ont montré 
que la réaction de Bordet-Wassermann était’ de nature réversi- 
ble [6] et progressive [7]. 
Par contre, ]’étude de l’influence de la température sur la réac- 
tion de fixation du complément a suscité de nombreux travaux 
‘dont les conclusions sont, souvent, divergentes. Pour certains 


, auteurs (Kahn et Johnson [8], Kahn et Olin 9 ]) la vitesse de fixa- 
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tion augmente avec ]’élévation de température ; ces expériences 
paraissant seulement qualitatives. Pour d’autres (Jacobsthal [410} 
et les auteurs employant sa technique, Guggenheimer [44], Alt- 
mann et Zimmern [42], Rubinstein [43]), l’adsorption de l’alexine 


par le précipité sérum-antigéne est plus intense aux faibles tem- | 
pératures (0°), mais la différence observée (2 p. 100) est trop fai- 


ble pour qu’on puisse la considérer comme statistiquement signi- 
ficative ‘ [414]. Enfin, d’autres expérimentateurs (Thomsen : et 
Boas [45], Lerrede et Rubinstein [46], Schwab [47], Zeiss- 
ler [48]) concluent’a une influence différente suivant la nature 
du sérum (syphilis latente,.sérum de sujets traités) et préconisent 
d’effectuer la réaction successivement aux fortes et aux faibles 
températures. ' 

Nous avons pensé que cette divergence de vue pourrait s’expli- 
quer par le fait que ces recherches ont été effectuées de fagon 


surtout qualitative et sans toujours dissocier la spécificité de.la | 


sensibilité. Nous avons repris cette étude en appliquant des métho- 


des physico-chimiques quantitatives a 
variables, dans l’espoir d’obtenir, par des mesures précises, une 


meilleure compréhension du mécanisme de la réaction de Bordet- 


+ it 


Wassermann. 


t 


_ MEsuURES DE L’ ACTIVITE ANTIGENIQUE.. . 


I. Principe. — En utilisant avec un méme sérum fortement po-— 


sitif et un systéme hémolytique constant, des quantités décrois- 
santes d’antigéne, on obtient, & partir d’une certaine concentra- 


tion iantigénique, des hémolyses réguliérement croissantes. 


En. portant sur un graphique (fig. I) en abscisse les dilutions 
d’antigéne, et en ordonnée les hémolyses correspondantes (1), on 
obtient une courbe en S traduisant l’influence sur Vhémolyse de 
la quantité d’antigéne introduite. Pour un méme sérum positif, un 
systéme hémolytique, un antigéne donné et des conditions (t° et 
temps) identiques, cette courbe est remarquablement constante. 


Si, conservant ces mémes conditions, on utilise soit un antigéne 


2 


différent, soit le-méme antigéne soumis 4 un agent physique (cen- 
trifugation, irradiation), on ne modifie pas la forme de la courbe, 
mais on observe son déplacement parallélement A la courbe pri- 
mitive. Ea valeur de ce déplacement permet de mesurer de facon 
précise Vactivité d’un antigéne par rapport a un antigéne choisi 
comme témoin. . 


pir TECHNIQUE. — La méthode, décrite . en collaboration © avec 
H. Rocher [49], consiste A effectuer une réaction de Wassermann 


(1) Mesurées photométriquement par la densité optique de la solution 
d’hémoglobine obtenue. 
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‘ | Oilution de / Ancigene 
F Fis. 4. — Méthode de détermimation graphique ; EN 
de Pactivilé antigénique relative. — 1% 
forme de la courbe ne dépendent que du’ systéme’ hémolytique 
employe. 
L’utilisation du graphique logarithme — probabilité {20] per- 
met de rendre cette courbe rectiligne (fig. 2) ; dans ces conditions, 
_il.est alors possible de caractériser toutes les courbes par deux 
_ valeurs : la pente et le point 50 p. 100 d’hémolyse. La pente ne 
variant pratiquement pas, la courbe peut étre résumée entiérement 
par le point 50 p. 100 d’hémolyse. _ Set eae eat alee 
ease dans ces conditions on soumet un antigéne pris a Ja dilu- 


. eg ; | T 

(3) Donnée par la formule 5 —y 
tube A réaction,'T,, celle du tube témoin d’hémolyse maxima, sans . 
antigéne, To celle du tube témoin d’hémolyse minima (globules rou-. | 
ges + eau physiologique).  ~ Lt ee i Ree. 


: ra x 


(technique de Debains) avec une série de dilutions au 4/5 de Vanti- 
& gene sur un méme sérum fortement positif ; aprés centrifugation 
et décantation, les solutions d’hémoglobine sont photométrées ye 

_ . Au leu @utiliser, pour tracer la courbe, ces valeurs de Vhémolyse, ° 
_ 1 est avantageux de calculer le rapport @hémolyse 4 hémolyse 
_ ‘maxima d’un tube témoin (8). La courbe d’hémolyse obtenue passe 
- aussi par lorigine des ordonnées (fig. 1); la limite pratique — 
_ d’hémolyse nulle a ne dépend, a dose constante de complément, — 4 
que du sérum et de l’antigéne. Le maximum. @hémolyse bet la 
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(2) Photométre de VERNEs ou photocolorimétre absolu de P. Bonkr- 
Maury, écran vert Wratten 74, épaisseur de la cuve 1 cm. | 


= 7 ou T, représente la densité d’un 
Hn <Lo ; ‘ 4 
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tion M, a une action quelconque, cet antigéne donne un. point — 
figuratif d’hémolyse P; en tracant les lignes de rappel P Q et 
QO R, on constate que ‘son activité a varié dans un rapport M R. | 
Mais, dans ce cas, le déplacement de la courbe n'est. déterminé que — 
par celui d’un seul point. On obtient une meilleure précision en 
déterminant plusieurs points de la nouvelle courbe et en interpo- 
lant graphiquement le point 50 p. 100 d’hémolyse. Le déplace- 
ment, c’est-a-dire la variation d’activité de l’antigéne, est alors 
mesuré par le rapport des points 50 p. 100 d’hémolyse. 


III. INTERPRETATION DES COURBES pb’ HEMOLYSE. — La courbe 
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ae 2 345678953 a 56 76909 2 SAL TROL Tele Hs 
4 CONCENTRATION D‘ANTIGENE 
* Fie. 2. — Courbes d’hémolyse en coordonnées logarithme-probabilité, 


en S, constituant notre instrument de mesure, traduit influence 
de la concentration d’antigéne sur l’hémolyse. Elle indique, en 
réalité, la quantité de complément libre en fonction de la dose 
d’antigéne, dans une certaine zone a b (fig. 1)’seulement. Avant a, 
Vantigéne est en excés, et aprés b, la quantité d’antigéne est trop 


_faible pour assurer dans ces conditions la fixation du complé- 


ment. La forme de cette courbe’ peut s’interpréter de facon sim- 
ple, en faisant appel & des notions statistiques, comme nous 
l’avons fait avec P. Bonét-Maury [20]. En admettant que les héma- . 
tres présentent vis-a-vis de |’agent hémolytique des résistances 
individuelles trés inégales, la lyse de chaque globule rouge doit _ 
s’effectuer a partir d’une certaine concentration minimum du sys- 
téme hémolytique. Le pourcentage d’hématies détruites pour cha- 
que concentration correspond alors 4 la proportion de globules 
incapables de résister. Le phénoméne est’ absolument identique a 
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Vintoxication d’un groupe d’animaux par un toxique. En construi- _ 

sant les courbes d’hémolyse sur le graphique log-Probabilité uti- | 
lisé en toxicologie [24], on obtient effectivement des droites. jus- 
tifiant ainsi l’interprétation proposée. La pente de la droite d’hé- 
molyse a une signification biologique simple; elle traduit la dis- 
persion des résistances des hématies autour de la valeur moyenne, 
c’est-a-dire l’écart. quadratique moyen ou la déviation standard. 
Elle peut naturellement varier d’un échantillon a l'autre. : 


DETERMINATION DE LA VITESSE DE REACTION. 


On détermine cette vitesse en effectuant une série de réactions 


Fa 2.1072 1,10°2 5§.1.107> 26.1073 1.35.1073 6,9.10°$ 3,6.10-4 : 
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_ Fic. 3. — Courbes d’hémolyse, temps de fixation variable. 


par la méthode décrite, ces réactions ne différant que par le temps 
de fixation du complément. On obtient alors une série de courbes 
paralléles (fig. 3), qui montrent clairement que la réaction de Bor- 
det-Wassermann n’est pas instantanée, mais progresse réguliére- 
ment avec le temps. — 

On peut aussi préciser pour chaque temps de fixation, la quan- 
tité d’antigéne (4) nécessaire pour fixer sans excés le complé- 
ment. Cette quantité correspond A la concentration de la limite 
d’hémolyse nulle (point A,, A,, A,....) qu’on peut fixer avec préci- 
‘sion, en prenant pour abscisse le double de celle du point 50 
p: 100 d’hémolyse (5). Ces concentrations limites correspondent 


(4) On détermine cette quantité soit en prenant 1’échelle supérieure 

du graphique exprimée en concentration, soit en la calculant a l’aide 
d’une abaque concentration-dilution. 
- (5) L’expérience justifie cette méthode qui peut s’interpréter facile- 
ment du fait que la limite d’hémolyse nulle correspond 4 100 p. 100 
de complément fixé et le point 50 p. 100 d’hémolyse 4 50 p. 100 de 
complément fixé, soit la moitié. 
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aux quantités (a —z) d’antigéne & transformer. aux temps lear bss 
[,..... Il est nécessaire, pour calculer la vitesse: de transformation 


de l’antigéne, c’est-a-dire la quantité x d’antigéne transformé a 
chaque temps't,, t,, ts.-., de définir une concentration initiale a de 
lantigéne. Cette concentration est définie simplement par la limite 
@hémolyse nulle A de la courbe de fixation ‘instantanée (6). 

On peut, avec ces données, tracer une courbe (fig. 4) en portant 


0,000 


76 15° 50703 ere 6G 


Fig. 4. — Uourbe de vitesse ae ja réaction de fixation du complément. 


en ordonnée le rapport ~ et en abscisse, le temps de fixation. On 


obtient ainsi une courbe de transformation de ]’antigéne en fonc- 
tion du temps passant par l’origine des coordonnées, dont on peut 
déduire pour chaque instant la vitesse de réaction: Cette courbe | 
traduit bien Vallure progressive de la réaction de fixation du 
complément, et sa forme rappelle celle des courbes de réaction 
chimique. Elle correspond A la vitesse de fixation globale : anti- 
eéne + réagine syphilitique + alexine. ~ ; | 


rah nei” ‘ Z « 7 U 


6) Cette limite*correspondant a la quantité d’antigene fixant le com- 
plément: sans excés dans un temps’ 0.’ Ce point correspond au mé- 
lange instantané de tous les réactifs, avec mise a hémolyse immédiate. 
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: Nous avons ensuite étudié les vitesses partielles de réaction 
(antigéne + réagine syphilitique) puis (complexe [antigéne + réa- 
gine] + complément) et constaté que la premiére de ces réactions 

, est une réaction instantanée, tandis que les courbes de vitesse 

/ obtenues plus haut correspondent a la fixation progressive de 

_ Valexine, sur le complexe réagine-antigéne. 


MESURE DE L’ORDRE DE REACTION. 


; : ‘ A F 
L’analogie des courbes de vitesse observées avec celles des 
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Fic. 5. — Polygone de fréquence des mesures d’ordre de réaction 
ape "de fixation du complément. ; 


réactions chimiques conduit 4 envisager une nature chimique de 
la réaction de fixation du complément. Nous avons, selon cette 
hypothése, déterminé lordre de réaction possible d’une telle réac- 
tion. Pour cela, nous avons appliqué une formule classique de 
détermination de ]’ordre de réaction : 

: . : 

h 
Log Glee 
[22] 


a’ 
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ou a et a’ représentent des dilutions différentes et @ et 6’ les temps 
de demi-réaction correspondants, c’est-a-dire, dans notre cas, le 
temps d’hémolyse 50 p. 100: En appliquant cette formule a nos 
résultats. expérimentaux, on obtient, quelle que soit la tempéra-, 
ture, un certain nombre de valeurs dont Ja moyenne arithmétique 
est n = 3. La valeur la plus probable donnée par le mode et la 
médiane du polygone de fréquence (fig- 5), établi a partir de ces 


a 
7 


Se 
SE 
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Fic. 6. — Isothermes de vitesse_de fixation du complément. 


valeurs, est aussi de n = 3, les écarts s’expliquant par V'impréci- 
sion relative de la méthode et la complication du cas étudié. 

L’ordre de réaction trouvé n = 3, correspondant 4 une réaction 
trimoléculaire, cadrerait bien avec l’hypothése simpliste de Vin- | 
tervention d’une molécule de chacun des réactifs : réagine syphili- 
tique, antigéne et alexine. En réalité, comme nous le verrons par 
Ja suite, cette interprétation ne peut étre retenue, les trois molé- 
cules précitées ne pouvant étre identifiées, et nous sommes réduit 
a des hypothéses sur la nature exacte des molécules réagissantes, 
par exemple, un molécule,de complexe antigéne-réagine se com- 
binant, a deux molécules d’alexine. 

I] ressort done de cette partie de notre travail, que la réaction 
de fixation du complément est une réaction progressive et qu’elle 
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semble, d’aprés l’analogie des courbes de vitesse, pouvoir étre de 
nature chimique (son ordre 3 correspondant & une réaction trimo- 


léculaire). D’autre part, nous avons montré que seule la seconde — 


réaction, fixation de l’alexine sur le complexe réagine-antigéne, 
était progressive, la formation de ce complexe étant instantance. 


INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LES VITESSES DE REACTION. 


Nous avons étudié ensuite influence de la température sur la 


vitesse de fixation du complément. La technique est identique a 


x 


celle précitée, et consiste a effectuer comparativement la fixation 


durant des temps différents 4 diverses températures. Nous avons * 


étudié aussi la vitesse de fixation entre 0° et 56° ; celle-ci est une 
température limite, le complément étant complétement inactivé. On 
constate, d’une maniére générale, une augmentation nette et de la 
quantité totale fixée et de la vitesse de cette fixation, avec |’ éléva- 
tion de température. La figure 6 montre les courbes de vitesse 
correspondant 4 17°, 27°, 37° et 47°. L’allure générale. des cour- 
bes reste identique, ce qui montre |’identité du phénoméne, prou- 
vée d’autre part, par Ja constance de l’ordre de réaction n = 3 a 
toute température. ; . } 

Nous avons cherché a vérifier si la fraction de l’alexine suivait 
la loi expérimentale de Vant’ Hoff [23] concernant |’influence de la 
‘température sur les vitesses de réaction. Nous avons, pour cela, 
caleulé par la méthode graphique le Q,, (7), entre 17°, 27°, 37° 
et 47°. On trouve ainsi des valeurs. comprises entre 1, 6 et 3, avec 
une moyenne de 2. La vitesse de fixation se trouve donc multipliée 
par un facteur de l’ordre de 2 pour une élévation de 10°. 

Enfin, nous avons étudié Vinfluence de Ja température sur la 
formation instantanée du complexe antigéne-réagine, et constaté 
qu’elle n’était nullement influencée-par la variation de température. 

Il ressort done de ces expériences {ue le taux et la vitesse de 
fixation de Valexine’ sont augmentés ‘par l’élévation de tempéra- 
ture, contrairement & ce que pense Jacobsthal (loc. cit.). Cette 
partie de la réaction suit donc Ja loi de Vant’Hoff, alors que la 
réaction antigéne + réagine n’est nullement influencée par la tem- 
pérature. ’ : 

_Conciusions. 


Sans préjuger de la nature de l’anticorps syphilitique, nous 
pouvons tirer de ce travail .certaines conclusions sur le mécanisme 
probable de la réaction de fixation du complément dans la réac- 
tion de Bordet-Wassermann. L’étude des vitesses de réactions mon- 


(7) Le Q,,, notion. purement expérimentale, due 4 Vant’Horr (loc. 
cit.) correspond 4 l’augmentation du phénoméne (vitesse surtout) par 
élévation de 10°. Sa valeur, signe la nature physique (Q,, = entre, 0 
et 1) ou re es (Q,, = entre 1,5 et 3) d’un phénoméne. 
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fi 


tre, tout d’abord, l’allure progressive de la réaction globale et son 


‘analogie avec les courbes de vitesse des réactions chimiques. Le 
—caleul de l’ordre de réaction if 3, correspondant a une réaction 


trimoléculaire, vient appuyer’ cette conception. D’autre part, en 
étudiant les vitesses partielles de yéaction : (a) antigéne + réagine 
syphilitique ; (b) (complexe [réagine-antigéne | + alexine), nous. 
constatons, la premiére réaction étant instantanée, que la vitesse 
de réaction globale observée correspond en réalité a la fixation 
de l’alexine sur le. complexe. 

L’étude de Vaction de la température sur les vitesses de réac- 
tion, met en évidence la méme différence entre les deux réactions 


et permet de préciser leur nature et leur mécanisme. I] ne semble _ 


pas que la fixation de ]’alexine corresponde, comme le pense Bor- 
det (loc. cit.), 4 un phénoméne physique d’adsorption, ‘car lé Qy, 
observé compris entre 1,6 et 3, signe, conformémient a Ja loi expé- 
rimentale de Vant’ Hoff, la nature chimique de ce processus. D’ail- | 
leurs les phénoménes d’ adsorption sont, au-contraire, diminués 
par |’élévation de température [24]. Crest. la premiére partie de 
la réaction, instantanée et non influencée par la température, qui 
semble plutét de nature physique, par exemple une micro-flocu- 


| 
‘lation, comme on |’admet classiquement en. sérologie. Dans un — 


travail en cours, nous étudions ce mécanisme plus en détail. 

En résumé, l’analyse cinétique de Ja réaction de fixation du 
complément conduit a envisager cette réaction comme la succes- 
sion de deux réactions distinctes et de nature Nt Se diffé-. 
rente : 

1° La réaction de formation du. complexe réagine syphilitique- 
antigéne, qui semble de nature physique, si l’on considére sa ‘rapi- 


_ dité et son indépendance vis-a-vis de la température ; 


2° La réaction de fixation de l’alexine sur ce complexe, qui im- 
prime a la réaction globale ses caractéres. Cette réaction semble 
éfre, comme le prouve son Q,, caractéristique, de nature chimi- 
que. Cette réaction d’ordre n = 3, c’est-d-dire trimoléculaire, est 
progressive, réversible et parait obéir aux lois classiques de la 
cinétique chimique. 
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L’enregistrement automatique dé courbes ae croissance _bacté~ 
rienne présente un intérét certain, comme M. Faguet l’a montré | 
dés 1932 (1). Son microbiophotometre, permettant le tracé | 
simultané de 6 courbes, a donné une premiére solution pratique 
du probléme et permis d’aborder de nombreuses questions concer- 
nant les actions bactériostatiques ou bactériolytiques. 

Nous avons, a notre tour, attaqué ce méme probléme pour le | 
résoudre de facon différente et nous avons réalisé un appareil 
destiné a satisfaire plus particuli¢rement_ aux conditions sui- 
vantes : aa | 

sy Agitation mécanique continue de la suspension ingetenicnne | 
pour assurer son aération et prévenir toute sédimentation au 
cours des expériences longues. | 

2° Construction d’une cuve optique étanche, facile A manipuler | 
et. 4 stériliser, permettant !’emploi du radon comme agent bacté- 
riostatique. 

3° Détermination de la concentration microbienne Aa . chaque 
instant par des mesures d’ absorption, exprimées: en unités. abso- 
lues, c’est-a-dire en densité optique. 

4° Utilisation d? un galvanométre différentiel permettant d’enre- 


 gistrer soit une courbe de. croissance seule, soit une courbe 


traduisant la différence des vitesses de multiplication de deux 
cultures. Ce montage permet, en outre, de faire varier la sensi- 


bilité de I’ appareil de facon trés souple. et d’agrandir toute partie 
de la courbe jugée intéressante. 


(*) Association des Microbiologistes -de Paste franates séance du 
2 mars 1944, 


(1) M. Facurr. C. R. Ac. Sci., 1932, 194, 1763 ; La _ photoélectri- 
cité dans l’enregistrement de la créissaniée bactérienne: 1941, Hermann, 
Paris. — M. Facurr et Nirtr. Ces ea oes 1943, 69, 136. 
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PHOTOMETRE DIFF 


a Description. — 1° Cuve d@observation photométrique : Elle 
_ est constituée par deux tubes de Pyrex, soudés a angle droit 
= (fig. 1); le tube A, large et court, est fermé par deux glaces de 
Pyrex a faces paralléles, optiquement travaillées et soudées au 
chalumeau. Ce tube renferme la suspension bactérienne et est 
_ traversé par le pinceau lumineux suivant son axe XY; son volume 


3 10° 


4 utile est de l’ordre de 8 a 10 c. c. et la distance des faces paral- 
 leles est égale a 25 mm. Le tube B, plus étroit et plus long, sert 


_bactériologique. Elle est, pour l’étude des agents bactériosta-, 
tiques chimiques, fermée par un coton stérile ; pour les irradia- 
tions par le radon, le col est effilé puis scellé, introduction du 
radon et de la culture s’effectuant suivant une technique’ déja 
- décrite (2). i cate ic : 


a Se, oe 


(2) Bonér-Maury, J. Ghimie Physique, 1942, 39, 116. 
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2° Chariot porte-cuves (fig. 2) : 12 cellules identiques sont 
placées en deux files paralléles de 6, dans les logements eylin-_ | 
driques ‘d’un chariot en duralumin fondu. Ce chariot, monté sur 
roues, peut se déplacer sur deux rails paralléles ; son mouve- || 
ment est assuré par un moteur électrique relié au’ chariot par || 
un pignon.et une crémaillére. Lorsque le chariot est arrivé au_ | 
bout de sa course, un embrayage électro-mécanique relie le || 


Lay 6 


PF. shirt 
Ne 


moteur:a une deuxiéme crémaillére, placée sous la premiére et 
cette inversion de marche raméne le chariot 4 son point de départ. 

3° Agitation : Une bonne agitation est indispensable pour 
obtenir des courbes de croissance régulieres; son rdle est_ 
double : assurer homogénéité biologique du milieu et empécher 
la sédimentation de la suspension, faussant les mesures optiques. 
Chaque cuve peut étre animée, dans son logement, d’un mouve- 
ment d’oscillation analogue & celui des fioles d’un respirométre 
de Warburg. Ce mouvement d’oscillation.est transmis par une 
tringle rigide, reliée aux cols des -cuves par des colliers.; cette 
tringle est animée d’un mouvement de va-et-vient par un excen- 
trique porté par l’arbre d’un moteur électrique,’ fixé sur le 
chariot. Le brassage de la suspension est amélioré par le dépla- 
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- cement de billes de verre placées au fond de la cuve ; le contact 
avec Voxygéne de lair s’effectue .par une large surface, cons- 
tamment agitée, obtenue en ne remplissant pas complétement la 
cuve A. Une agitation par courant gazeux est ‘également prévue. 

4° Systeme optique : Le flux lumineux est fourni par une 
petite lampe 4 filament ramassé, alimentée par wun courant 
stabilisé au moyen d’un accu tampon chargé en permanence, soit 
par une batterie de grande capacité, soit par un redresseur. Cette 
lampe, placée entre les deux files de cellules, au centre du 
chariot, émet deux pinceaux de lumiére dans des~ directions 
opposées. Chaque pinceau traverse une lentille, la cellule renfer- 
mant la suspension bactérienne, un diaphragme réglable et tombe 
finalement sur un photo-élément a couche d’arrét situé a 15 cm. 
de la cuve (8). La lampe reste allumée en permanence pour 

-assurer son fonctionnement en régime stable; elle peut étre 
masquée par deux petits volets, montés sur un méme axe et 
manceuyrés par un électro-aimant.. Les photo-éléments sont 
éclairés seulement le temps nécessaire a un enregistrement;. ils 
sont reliés au galvanométre enregistreur. Shears, See 

5° Galvanométre enregistreur: Le galvanométre du_ type 
Pyrotére, de la Compagnie des Compteurs de Montrouge, est un 
appareil industriel, dont le cadre seul a été modifié : de faible 
résistance intérieure (60 ohms), il est divisé en deux enroulements 
distincts reliés chacun 4 un photo-élément. Les polarités étant 

-Inversées, le galvanométre indique seulement la différence des 
‘courants qui le traversent et ne dévie pas s’ils sont égaux. La faible 
résistance du galvanométre, les durées réduites d’éclairement des 
cellules, la faible puissance de la lampe ont été choisies pour 

-réduire au minimum la fatigue photo-électrique et réaliser les. 

meilleures conditions pour obtenir la proportionnalité flux lumi- ° 
neux-photocourant. Les deux cellules, sélectionnées spéciale- 
ment, ont des caractéristiques trés ‘voisines. 

Le galvanométre est placé dans un boitier métallique étanche 
et enregistrement des déviations de son diguille s’effectue, par 
-  intermédiaire d’un ruban encreur, sur une bande de papier animée 
d’un mouvement uniforme par une horloge électrique. La vitesse 
de déroulement peut varier par échelons de 3 4 48 mm. a l’heure. , 
L’appareil enregistre simultanément 6 courbes de couleurs diffé- 
rentes. ; 

6° Cycle des automatismes : Les automatismes sont commandés 
par l’horloge électrique, placée dans le boitier du Pyrotéere, au 
moyen d’un systéme de relais (fig. 3), assurant tous les mouve- 

(3) Dognon a trés justement insisté dans ses travaux sur la. photo- 
métrie des milieux troubles sur ]’importance de la distance cuve-pho- 
toélément, pour la mesure correcte de la densité optique. (Bull. Soc. 
_Philomat, Paris, 1941, 423, 51). 
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SCHEMA DU PRINCIPE DU FONCTIONNEMEN T DU BIOPHOTOMETRE 
DIFFERENTIEL ENREGISTREUR ‘ 
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ments nécessaires. Toutes les minutes le chariot se met en 
marche, améne devant la lampe une paire de cuves et: s’immo- 
bilise dans une position correcte, par verrouillage au moyen d’un 
électro-aimant puissant. Les volets, manceuvrés par leur électro- 
aimant, démasquent la lampe, la déviation du galvanomeétre est 
enregistrée et les volets reprennent leur position primitive. Le 
méme cycle se répéte la minute suivante ; lorsque le chariot est 
arrivé devant la derniére paire de cuve, le moteur attaque la 
crémaillére inférieure et raméne le chariot a son point de départ. 
Chaque cuve ou paire de cuves donne done un enregistrement 
toutes les six minutes. 

6° Pupitre de commande : Toutes les commandes (interrup- 
teurs, inverseurs, relais, potentiométres, etc.) sont groupées sur 


_un pupitre de commande, relié au galvanométre et au plateau 


~ 


du chariot par des cables souples, terminés par des_ broches 
démontables, permettant d’isoler les trois parties de ]’appareil. 
Le galvanométre et le pupitre de commande peuvent étre placés 
en dehors de la chambre-étuve ot fonctionne le photométre. Le 
pupitre de commande porte 6 boutons poussoirs numérotés 
assurant les déplacements du chariot au cours des réglages préa- 
lables ; en appuyant sur l’un de ces boutons, le couple de cuves 
eorrespondant est automatiquement amené devant la lampe. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. — 1° Efficacité de l’agitation méca- 
nique. Au point de vue de Vhomogénéité optique, nous avons 


-vérifié cette efficacité en mesurant avec le photocolorimétre 


absolu (4) la densité optique de deux suspensions identiques au 


_départ (environ 107 germes par centimétre cube) demeurées vingt- 


quatre heures 4 Ja méme température (82°) ; l’une est agitée conti- 
nuellement dans l’appareil, par le dispositif décrit et l’autre demeure 
immobile. Dans toutes les expériences ]a cuve non agitée, accuse 
une densité optique beaucoup plus faible, la différence entre les 
deux cuves pouvant atteindre 50 p. 100. Par contre, une agitation 
supplémentaire énergique de la cuve demeurée en mouvement ne 
modifie pas de facon appréciable sa densité optique. L’appareil 
meésure donc bien la densité optique maxima. 

En ce qui concerne l’homogénéité biologique, le facteur le plus 
important pour les aérobies est ]’aération suffisante du milieu. 
On obtient des courbes presque identiques en observant la crois- 
sance dans une cuve agitée mécaniquement et dans une cuve 
brassée par un courant d’air, introduit en bulles serrées par un 
tube de verre étroit. Méme dans une cuve scellée, la courbe de 


(4) Pour la mesure des troubles le photocolorimétre absolu (Jouan 
constructeur) est muni d’un dispositif spécial permettant d’obtenir la 
densitéoptique vraie, en éliminant le flux divisé vers le photo-élément 


par les particules éclairées. 
Annales de VInstitut Pasteur, t. 74, n°* 7-8, 1945. 49 


‘mum, si Yon a soin de laisser_ 
air suffisant. Ta étude de. action b 
_ donc possible, avec notre apparels ea 
tables. 
2° Exemple d’ em ah figure 
~ éalquées sur la bande. ee 
collaboration. avec R. Pérault sur Tl actio: 
(1162 F) sur B. coli en milieu synthétique me! 
simples, obtenus en utilisant un seul photo-é ment, montrent 
courbes trés réguliéres ; la. courbe en cloch eprésente un 
_ gisirement différentiel obtenu fer: -opposant pay cuves— 
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LOG 49 DENSITE OPTIQUE (épaisseur 25) 


Files quantités ee de pilfamide ap. 000 « a M/L. 000) 

-courbe montre clairement que la différence des vitesses, 
sible” au début de l’expérience, passe par un ; 
-s’annuler finalement. Les. concentrations bactériennes 
- étant identiques dans les deux cas, seul l’en: egistrement c 
permet de mettre en évidence la difference d'action de } 
trations aussi voisines, ~. | 

3° Etalonnage de Lappareil. en unités heater Le grap 
- d’enregistrement a pour abscisses les temps, depuis le de 
Eee, exprimés en heures, et = ‘don 

( mpéres 

de vue de la photométrie bactesienne: la emadenr in 
est la densité optique, proportionnelle _ ala concentr 
_ germes 4 chaque instant. On pourrait, par | ri 
© pholosourants aux densités opliques, mais d’une_ part 
tionnalité éclairements-courants n’est pas rigoureuse et d’aut 
ae Voptique des milieux troubles obéit a des lois : Pomp 2xes. 
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¢ est pourquoi. nous avons étalonné directement Vappareil, en 
utilisant des suspensions bactériennes de densilés optiques 
connues, mesurées avec notre photocolorimétre absolu. L’ échelle 
de gauche.du graphique donne la densité optique de la cuve, 
c’est-a-dire pour une épaisseur de suspension de 25 mm., tandis 
que celle de droite donne le coefficient d’extinction, c’est-d-dire 
la densité optique déterminée dans une cuve de 1 cm. d’épais- 
-seur (5). Pour passer au nombre de bactéries ou au poids de 
‘corps microbiens par centimétre cube, il faut faire un étalon-— 
nage pour chaque type de germe utilisé. A titre d’exemple, le 
-vaccin T.A.B. Pasteur, renfermant 4,2 x 10° germes par centi- 
métre cube, a une densité optique sous 25 mm. de 1,36 et un coef- 
ficient d’extinction de 0,600. 

L’examen des ordonnées montre que la sensibilité de l'appareil 
est maximum pour le début des courbes et diminue progressive- 
ment. La partie imitiale de la courbe présente un intérét parti- 
culier, parce que son interprétation mathématique est simple ; en 
coordonnées semi-logarithmiques, elle apparait rectiligne (fig. 4), 
traduisant bien une multiplication en progression géométrique. 

4° Applications : Plus particuliérement concu pour |’étude de 
la croissance microbienne et des actions bactériostatiques (radia- 
-tions ionisantes, sulfamides, pénicilline, etc.), cet appareil se 
préte également 4 l’enregistrement automatique de tout phéno- 
méne se traduisant par une variation dans le temps d’une 
coloration ou d’un trouble. 
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(5) Pour les suspensions bactériennes la densité optique ne varie pas 
linéairement avec l’épaisseur. Institut du Radium ef Institut Alfred- 
. Fournier. 
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Ul) M. Facurr, C. R. Acad. Sci., 1932, 194, “4027 et 1163; 1098, 200, 428 et 4631; 
Ann. Ferment., 1935, 4, 345; 1987, 3, 216; C. R. Soc. Biol., 4 
428, 969; La photoélectricité dans Tenregistrement de la er a 
poACt: Scient: Ind., pitetinann,, édit., es 1941, p- 98: 
ces Annales, 1943, 69, 126. 
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minutes 4 10 —‘ par un potentiométre automatique enregistreur. De plus, 
cela nous évite tous les tatonnements qui résultaient au début de chaque 
expérience de la recherche du milieu du palier horizontal de la courbe 
de décharge de notre batterie d’alimentation. 

2° Les variations des indications fournies par un galvanométre varient 
en fonction de la température. Son cadre en cuivre posséde en effet un 
coefficient de yariation de résistivité important puisqwil est de 4/1.000 
par degré; ainsi, pour une variation de 10°, trés fréquente dans une piece 
non calorifugée, l’erreur peut atteindre de ce seul fait 4 p. 100. Ceci 
s’applique au fil de connexion reliant la cellule et le galvanomeétre. Il est 
done nécessaire que le galvanométre enregistreur soit dans une chambre 
a température constante. Or, nous avons & peine besoin de signaler la 
oe qui résulte de Vobligation de travailler dans une piéce chauffée 

37-38°. 

De plus, MM. Bonét-Maury et Walen utilisent un galvanométre enregis- 
treur a pivot. Il y a la également une possibilité d’erreurs variables 
suivant le frottement du pivot. Ces erreurs sont, soit par excés lorsque 
Vaiguille va des valeurs maxima aux valeurs minima soit, par défaut, dans 
le sens inverse. 

Ce sont ces raisons qui nous ont fait-abandonner depuis déja longtemps 
Venregistrement par galvanométre et nous l’ont fait remplacer par un 
potentiométre automatique enregistreur dont les indications sont insen- 
sibles aux variations de la température et dont un montage spécial addi- 
tionnel permet la stabilisation continue du courant d’alimentation de la 
source lumineuse 4 10 —‘ prés. 

3° En ce qui concerne les cuves, MM. Bonét-Maury et Walen proposent 
un modéle que nous avions essayé, mais que nous avons di abandonner 

parce qu’il ne nous a pas paru adapté a l’envoi d’un courant gazeux au 
sein de la culture, le moussage devenant trés génant dans des récipients 
aussi étroits. Nous avons du adopter des cuves d’un modéle trés différent. 
4° Te plus, nous utilisons pour l’enregistrement, des bandes de papier 
de 250 mm. et non de 120 mm, comme M. Bonét-Maury, parce que nous 
avons pu observer que certains phénoménes seraient passés peut-étre 
inapercus sur une courbe dont l’échelle des ordonnées aurait été trop 
réduite. sg 
-- Ces considérations nous aménent a penser que les solutions apportées 
par MM. Bonét-Maury et Walen tant pour la régularisation de la source 
-lumineuse que pour l’enregistrement lui-méme du courant photoélec- 
trique n’égalent pas celles de notre microbiophotométre qui dans 
Vensemble doit donner un enregistrement plus précis de la croissance des 
cultures microbiennes avec des manipulations plus réduites. 


LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A LINSTITUT PASTEUR EN 1944 


par R. BEQUIGNON et Cn. VIALAT. 


Ce rapport, établi suivant le plan fixé par la Conférence inter- 
nationale de la Rage, concerne |’année 1944. 

1° Personnes traitées. 258 personnes se sont présentées a la 
consultation du Service des Vaccinations antirabiques. Chez 122 
le traitement a été jugé nécessaire. 

2° Méthode de traitement. La méthode employée est la méthode 
pastorienne (se reporter a ces Annales, juin 1941, 66, 483). 


* 
* 
Le virus fixe actuellement utilisé représentait, le 31 décembre 


1944, le 1748° passage de la souche employée lors de la création 
du Service des Vaceinations Antirabiques, rue d’Ulm. 


* 
* & 


3° Répartition des personnes iraitées d apres le territoire sur 
lequel elles ont été mordues : 


Branca (0.0. ON ors ake Fe eel ee ECR eo ete 421 
Afrique: diiNord 2525 tet ce gh ots nae REE pe. om 4 
4° Répartition des personnes traitées suivant l animal mordeur : 
Chiens.de ‘propriétaires comnus: so. oh So tae er ex. eae 
Chiensverrants jee Act ier ek yas cle haga Semele een iee 64 
‘Chats de propriétaires connus. .). i. J. 2. a 86. 
Ola tsrerra nesses: Mee Sites seule aries optan Ren ou 6 
AUS NS aateae aj gare Se Sree, Sore peed el eS b aie ea aoeies Memiitanee bie ier 8 


5° Répartition des personnes traitées daprés les preuves de 
rage chez l’animal mordeur : 

Catégorie A. — La rage de |’animal mordeur a été constatée par 
examen histologique ou par le développement de la maladie chez 
les animaux inoculés avec le bulbe. 


Catégorie B. — La rage de |’animal mordeur a été constatée 
par un examen. vétérinaire. 
Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 
CatesorierA 5a <0) A isis oh atek eae ie nee er ee ete etig 0 
Catégorie B wie sini eters: mentin tt, ae SO ee eee ee 4 
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nate ; 

Les névraxes de 67 animaux mordeurs ont été examinés par le 
‘Service des Vaccinations antirabiques. Trente-quatre fois les com- 
mémoratifs de la morsure de l’animal et le résultat de l’examen 
histologique du systéme nerveux nous ont autorisés a suspendre 
ou a interrompre le traitement chez les personnes mordues (V. 
dans ces Annales, juin 1943, 69, 372, les principes généraux qui 
| ont dicté cette décision). 
; 6° Répartition des ,personnes traitées d’aprés les caractéres de 
la morsure : 


7° Répartition des personnes traitées suivant que_les vétements 
ont été interposés ou non: 


PROD OP ere oe ee a Rae Stoo a ese ar I char © Teg as Anes ide ee 
Vétements interposés . ..... = eee eer San She ae eractey eyo oe 


8° Répartition des personnes traitées d’aprés le siége de la mor- 


; sure : 
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9° Répartition des personnes traitées d’aprés le nombre de jours 
écoulés enire la morsure et le traitement : 
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10° Autres renseignements ; 

Pour la formule du traitement et le tableau récapitulatif des 
résuljats généraux des vaccinations depuis ]’origine, v. ces Anna- 
les, loc. cit. 


Répartition par départements des personnes traitées 
a Institut Pasteur. 


ALGR Shetek 1 PO ees 4 Maine-et-Loire.......... 4 
Alpes-Maritimes... ....... 4 INT ISO Tsao. tpt ey wie) os: catia 4 
CAIVAGOS So ae ie pee. «fet Se Ft NM ATNO etre Soa tein ae solos, BSN EE 8 
Cantabria tot... Ate Sree ware Pali Bae PMONMOUN Oe ile, anaes tle Boel ts 4 
GOEEOZO% tot Pagceeia sh ann aio ote Soa INIOVIO SE a 6 oe peel r Sarina oer 4 
Céotes-du-Nord. .... me ek on ONGC crerndte. Sane ees oe se 
PIOUNS sesehne, feos cee ae See oe Ao RO (BRS=) > se) oes” outs oe 2 I Seer | 
BRUT Ge ace ee ee dee ee eye | Rete oe Mien SN a eT cw ee a 
URAOEE OP tact aioe eso, Saher ws 4 3 EMS ayy ee nc oh en a 
Fae eee eis ae gaa POO manlienes 6 os. co 23 
Garonne (Haute-) ........ 4 Seine-et-Marne.......... 2 
Pie-ef- Vilaine= 2-2 eee ae aces | Seine-et-Oisee soe es AS 9 
Da UOSO eee ae Ae She ot oe ees tae 4 Sévres(Deux-).....-.... 2 
Loire oes Sn eee eee ioe es VEC oe ae ee ee 4 
Loire-Inférieure .......:.- AE Tee VOTO Doe ees tak ata. is. te Ee he 
Het-et-Gurounes..<-.) sus ee i 


“Les ehigdocing “et J 
courant des accidents 


. ae statistique pour 


ea traitées 


~ 


ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES 
DE LANGUE FRANGAISE: 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 13 avril 1944. 


COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


REACTION D'ALLERGIE TUBERCULINIQUE 
ET ACIDE GRAS <-« DISUBSTITUES 


par Jean PARAF et Jzan DESBORDES. 


Il est maintenant presque universellement admis que la sensibilité 
tuberculinique est liée 4 la. présence dans l’organisme de tissu. tuber- 


culeux, et la plupart des auteurs attribuent 4 ce tissu un réle prépon- ~ 


dérant. 


Il était également admis que c’étaient les protéines du bacille qui. 


étaient responsables de |’état allergique et des réactions qu’il déclen- 
chait. . 

Cependant, depuis quelques années, & la suite des travaux de Mache- 
beeuf et ses collaborateurs, d’Anderson et de ses éléves, de Robinson, 
de Sabin, de ceux plus récents de Nine Choucroun, on a été amené 
4 attribuer aux lipoides un réle de premier plan. En particulier Sabin, 
puis Robinson ont insisté sur le réle des acides 4 longues chaines, plus 
ou moins saturés, avec de nombreuses ramifications. 

Par ailleurs, le rapprochement des effets activateurs sur les lésions 
tuberculeuses du Cobaye, par l’acide oléique, alors que les dérivés 
stéariques (Négre, Berthelot et Bretey) ont une action retardatrice sur 
ces mémes lésions, permettent d’incriminer le réle de la double 
liaison. ra . 

Un pas décisif a été fait depuis que les auteurs francais: B. Hoi et 
P. Cagniant et leurs collaborateurs ont pu préparer des acides gras 
a-o, disubstitués ayant une parenté trés étroite avec les principaux 
acides retirés jusqu’ici du bacille de Koch : 


CH’ — (CH*)’ — CH — (CH*)' — COOH 


CHS 
_Acide tuberculostéarique du B.K. 
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CH® 
day ou 12) 
‘< : 
CH? -— (CH*)(10 o« #2) — ¢ — COOH 


CH20 ou 1) 


| 
CH? 


_ Acide phtioique du B. K. 


Ces auteurs ont montré que les acides qu’ils avaient préparés, du 
type I avaient des effets tuberculinisants sur le Cobaye, et que les 
acides du type 2 avaient des effets & la fois toxiques et tuberculini-— 
sants. Nous-mémes, en collaboration avec ces mémes auteurs, avons. 
montré que de tels acides étaient capables de provoquer un certain 
degré d’allergie chez le cobaye et de déclencher un phénoméne de 


. Koch léger mais net. 


CHs CHS 


| 
CHS — (CHE)'s — i — COOH CH? — (CH*)' — CH = CH — (CHt)s — e —CcooH 
cue CH? 
I II a 


Types d'acides synthétisés par B. Hoi et P. Cagniant. 


Dans ces conditions nous avons été amenés a penser que, contraire- 
ment 4 l’opinion courante, ce n’étaient pas forcément les protéines qui 
déclenchaient les réactions tuberculiniques, mais plutdt les acides — 
gras a-o disubstitués. 

Dans le but de vérifier cette hypothése nous avons interrogé l’allergie 
de nos malades avec ces derniers corps en pratiquant des intradermo- 
réactions. Les faits expérimentaux ont effectivement répondu a notre 
interprétation : ces corps sont capables de déclencher une réaction posi- 
tive chez des sujets en état d’dllergie manifeste. Nos premiers essais 
ont méme été pratiqués chez une malade adulte en état d’hyperergie 
et porteuse d’un érythéme noueux. 

Sur 8 acides étudiés, nous avons eu une réponse positive chez 
la totalité des acides mono ou disubstitués en g, avec ou sans double 
liaison : ce sont les corps dont les formules suivent : 


CH? : «GH? 
| 

CH’ — (CH*)* — € — COOH CH? = CH — (CR)* — ( — COOH 
CH? dan 

CH? CH? = 


| | 
iS CH — (CH®)* — o —(CH*)?— C— COOH — Clit — (CH*)»— C— coon 
CHS CHS CHE done 
Par contre les acides en chaine droite, saturés ou non, sans ramifi- 
cation, nous ont toujours donné une réponse négative. Ce sont les 


acides oléique, linoléique, palmitique, stéarique. 
Un acide possédant un cycle dans sa chatne et possédant une double 


sa toujours donné une réponse faiblement positive ; c ron 


¥ /~\ — (CH*)° — COOH | : ; * é i 


¢ ‘Il semble donc qu’une - telle réaction slenegne soit plus Prputabte 
a la ramification, au voisinage de la fonction acide qu’a la saturation 
ou non de la chaine carbonée. Néanmoins celle-ci doit avoir une cer- 
- taine longueur et varier peu autour de 13 & 19 atomes de carbone au 
; ‘minimum. Des réactions pratiquées avec d’autres fonctions (alcool, 
4 amide, cétone, amine) possédant cependant des ramifications diverses 
(éthyle, métyle) au niveau de ces fonctions (position o), avec ou sans 
eycles inclus dans les chaines carbonées nous ont, jusqu’d pe 
; dom des résultats négatifs. Tels sont les corps : 


« CH CH? 
& CMH — CH* — be OH CH*— (cH — eee cangs 
me bn: nee aS 

ae Ag? har Pie . “1 CHS ef 
a —(cHyy—¢—connt 
pe ‘ Sty, k dae 

ce : 5 SBF 

2s cone — 4 oxn (CH?) — C— GH — cH ss ns ¢ —Co—CH 
é . : 
co" ris bu | | cH a 3 
: Be ars ae GH — (cH) _¢ — NH 
3 7 du 


: Les intradermo-réactions étaient pratiquées avec une dose de 500 y du 
corps en solution dans l’huile d’olive. 


(H6épital Bichat.) 
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Séance du 4 mai 1944. 


COMMUNICATIONS (SUJTE ET FIN) 


aes | RELATIONS ENTRE L’INSOLUBILITE 
| DE LA SUBSTANCE GRANULAIRE DU BACILLE DE KOCH 
ET LES ASPECTS PRINCIPAUX 
DE LA REACTION DE L’ORGANISME 
A LINFECTION TUBERCULEUSE 


par R. LAPORTE. 


oa te ee te gee nee 


a 


Un fait domine l’histoire du pouvoir pathogéne des bacilles tuber- 


: ‘ culeux : la conservation par les corps microbiens morts d’une grande 
B52 partie des propriétés toxiques et sensibilisantes des germes vivants. 
. Une autre particularité non moins remarquable a retenu trés tdt l’atten- 
i ; tion des chercheurs : c’est la persistance pendant plusieurs mois des 
2 bacilles morts parfaitement intacts en apparence dans les tissus vivants 
d’un animal sensible. In vivo comme in vitro, les substances toxiques 
iq ies liées aux corps microbiens résistent énergiquement ; on ne peut par- 
nf venir 4 les supprimer qu’au prix de la destruction brutale des bacilles. 
. A quels constituants bacillaires ces propriétés toxiques si remarqua- 
. See blement fixes sont-elles attachées ? Les études chimiques consacrées 
) i) eae ala composition du bacille tuberculeux ont porté presque. exclusive- 


ment sur des produits d’extraction : lipides, protéides, polyosides. Cer- 
taines de ces fractions possédent des propriétés biologiques importantes 
tout spécialement du point de vue antigénique. Mais, & la suite de ces 
extractions aussi poussées soient-elles, il a bien fallu se rendre 
a l’évidence que le résidu insoluble contient toujours la majeure par- 
tie des propriétés tuberculigénes et sensibilisantes des bacilles totaux. 
Pour les lipides, par exemple, A la suite des recherches de Sabin et 
de ses éléves sur les réactions tissulaires provoquées par les fractions 


lipidiques qu’Anderson a isolées, certains constituants : phosphatides, 


acide phtioique, ont été incriminés comme agents tuberculigénes 
actifs (1). Mais Sabin a constaté elle-méme que les bacilles délipidés 
par toute une série de solvants organiques conservent l’intégralité de 
leur pouvoir pathogéne originel (2). Bien plus, si l’on traite par un 


(1) F. Sasin, C. Doan et C. Forxner, J: exp. Med., 1930, 52, suppl. n° 3; 
voir aussi : F. Router et K. Biocn, Virehow’s Archiv, 1936, 298, n° 2, 311. 
(2) R. Sapin et A. L. Joyner, J. exp. Med., 1938, 68, 853 ; voir aussi: Bors- 


ao Amer. Rev. Tubere., 1923, 7, 88; R. Laporte, C. R. Soc. Biol., 1940, 
gOos 
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acide fort (HCl) ces bacilles délipidés, on peut en extraire un dernier 
reste lipidique fortement lié et le résidu insoluble n’exerce plus in vivo 
qu’une action inflammatoire qui semble banale; mais il suffit de 
s’opposer & une résorption rapide de ces éléments modifiés par l’action 
de l’acide, en les inoculant enrobés dans une huile minérale, pour 
voir réapparaitre absolument-intactes leurs propriétés biologiques spé- 
cifiques. D’aprés nos expériences, si l’on extrait totalement les lipides 
bacillaires en épuisant par l’éther et le benzéne bouillant au Kumagawa 
des corps microbiens préalablement traités par HCl & 25 p. 100 (8) et 
si l’on enléve dans un second temps les substances solubles dans l’eau 
~ et dans la soude diluée, on obtient encore un résidu insoluble de l’ordre 
de 60 p. 100 de la masse bacillaire traitée. Ce résidu entitrement 
dépourvu d’acido-résistance est constitué, d’une part, par des débris 
microbiens et, d’autre part, par la substance granulaire dont nous avons 
déja signalé la présence générale dans les résidus d’autolyse des cul- 
tures. Si lon imocule au cobaye, par voie ganglionnaire, les restes 
bacillaires ainsi préparés, 4 la dose de 1 mg. émulsionnée dans de 
Vhuile de paraffine, on confére en quelques jours 4 l’animal un état 
d’allergie tuberculinique trés intense ; en outre, des lésions se déve- 
loppent dans Jes poumons sous forme d’un semis de granulations 
miliaires persistant pendant plusieurs mois. 

ll semble bien, par ailleurs, que l’on puisse préciser ot: se localise 
dans le résidu précédent l’activité toxique des corps microbiens. L’étude 
du processus d’autolyse en donne le moyen tout en rendant compte 
_de la fagon dont peut s’exercer in vivo la libération du complexe rési- 
duel toxique. Nous avons vu que l’autolyse des bacilles aboutit a la 
diffusion de substances solubles, protéides et polyosides, et a la libéra- 
tion de corpuscules non acido-résistants. On peut isoler ces derniers 
en soumettant A une centrifugation prolongée une émulsion dans de 
V’eau distillée de bacilles autolysés (4). La substance granulaire ainsi 
préparée, puis purifiée, posséde, ainsi que nous l’avons établi, des 
propriétés tuberculigénes, sensibilisantes et antigéniques marquées ; 
l’étude de sa composition chimique qui est en cours nous fixera peut- 
étre sur la nature exacte de l’antigéne complet qu’elle renferme. Nous 
youdrions insister seulement ici sur la résistance si particuliére- des 
granules aux tentatives de destruction et de solubilisation totale. Sans 
doute, certains solvants, tels ceux utilisés pour ]’extraction des lipides : 
alcool, éther, chloroforme, benzéne, ou encore l’eau ou la-soude diluée 
agissant aprés délipidation, entrainent des produits solubles mais lais- 
sent persister un résidu important dans lequel on_retrouve l’activité 
biologique originelle. Signalons que méme les acides minéraux con- 
centrés, sauf toutefois l’acide sulfurique, se montrent également inca- 
pables de dissoudre ces granules et n’en altérent les propriétés biolo- 
giques qu’aprés plusieurs heures de contact ; il en est de méme pour 
l’acide formique, dont Loiseleur a observé le remarquable pouvoir 
solvant envers les complexes protidiques (5). 


~ (3) Ce traitement par HCl est indispensable pour parvenir 4 une délipida- 
tion totale. 

(4) R. Larorte, C. R. Acad. Sei., 1941, 242, 138. 

(5) J. Lotsrteur, Bull. Soc. Chim. biol., 1932, 44, 1088. 
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alternances répétées de congélation et de 

température de l’air liquide jusqu’A + 40°, de 
les sels de mercure et le formol ne modifient pas non 

_priétés biologiques de la substance granulaire. Meme: résistance oT 
quable a Vaction des ferments protéolytiques — qui-.semblerait 
s’exercer sur une ‘substance dont la teneur en. NY est es Vo dre. 
9p. 100: la pepsine et la papaine paraissen' 
trypsine a une action liquéfiante ‘partielle mais_ 16 eid Ks 
encore biologiquement actif. Remarquons | en. “passant que les” 0- 

téases du bacille n hae ae non pie da. ‘substance ayes 


La résistance si éorisidteable. a ‘polite tentative de. dest tion * 
dissolution qui cores la substarice ee Seige du 


ration jetites et entneternse! des anaed! ‘dont Yr acta toxique: se Be 
feste sur les tissus ambiants. D Ss “ensuit, dune pares une réaction 


ny P 
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_ nique dont les caractéres semblent bien liés A la nature spéciale 
- allergéne. C’est, en effet, le complexe > granulaire- résiduel insolu 
“qui nel constituer la tuberculine veritable, a a fois sera de sensi 


fe giques ; les. preeides Wibérenlinties eolubles: ne , possédant, | 
sensiblement égal, que la seconde de ces propriétés. & 


ee Il n’est pas jusqu’aux caractéres “particulier ; tions 
 taires dans la tuberculose qui ne puissent trouver une exp. icatic 

dans l’existence de la substance granulaire— insoluble. Le processu 
antigénique et la formation consécutive. aa: ‘anticorps neutralisant 
“ne peuvent évidemment s’opérer pour ce complexe insoluble suiva 
Jes mémes modalités que pour une toxine soluble. Peut-étre es -e 
une raison de l’insuffisance manifeste de Vimmunité humorale dans 
‘Vinfection tuberculeuse. On. peut encore remarquer que cette rési§ 
tance de la substance granulaire aux actions destructrices explique a 
persistance des éléments toxiques dans les lésions tuberculeuses | d’une 
fagon beaucoup plus séduisante que l’hypothése — si souvent -admi 


a priori d’une carapace st cireuse eee ce le bacill , contre | ] action des 
sucs cellulaires. 


Comment concevoir la libération granulaire n vivo a ‘Ea’ réponse 


cette question nous semble fournie Dir les” observations au Eat eOne 
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électronique. Wessel (6) a constaté que les granules et-les microgranules 
rendus visibles dans l’intérieur du bacille par cette technique d’obser- 
vation s’accentuent avec l’Age des éléments puis disparaissent, le bacille _ 
semblant se vider de sa substance en libérant les granules. Malgré cela, 
l’aspect aprés coloration, dans les conditions ordinaires d’observation, 
est encore apparemment normal, ce qui explique la longue persistance 
de la forme des bacilles dans les tissus. Ultérieurement, ainsi qu’on 
Vobserve dans les cultures, le squelette résistant doit .aussi se désin- 
tégrer, ce dernier acte du drame pouvant nécessiter plusieurs mois ou 
peut-étre plusieurs années avant de s’achever. 

En résumé, nous croyons pouvoir conclure en 1’état actuel de nos 
recherches que : 

1° La partie principale de la toxicité du bacille tuberculeux semble 
localisée dans une substance de nature granulaire caractérisée par son 
insolubilité et sa résistance extraordinaire aux agents de destruction. 

2° Ces deux caractéres de Pélément toxique le plus important de 
Vagent microbien sont de nature 4 nous expliquer l’allure particuliére 
des réactions du sujet infecté : l’allergie, la formation du tissu tuber- 
euleux et absence pratique d’immunité d’ordre humoral. 


(Institut Pasteur. Laboratoire de recherches sur la Tuberculose.) 


COMPORTEMENT DU BACTERIOPHAGE 
AU COURS 
DE SON DEVELOPPEMENT 
DANS L’EAU DE SEINE AUTOCLAVEE 
EN L’ABSENCE 
DE MULTIPLICATION BACTERIENNE 


par A. GUELIN. 


Dans une communication précédente (1), j’ai montré que le bacté- 
riophage pouvait présenter une augmentation de titre, sans multi- 
plication bactérienne concomitante. 

Ce phénoméne était observé dans des: échantillons autoclavés d’eau 
(préleyés dans une des stations de la Commission du Bassin de la 
Seine), dans lesquels on introduisait par la suite un bactériophage, et 
une suspension des bactéries sensibles. On avait constaté dans les jours 

- qui suivirent une baisse progressive du nombre des bactéries et en 
méme temps une augmentation considérable du titre bactériophagique. 

Cette augmentation ne présentait pas un caractére réguliérement 
progressif. Aprés une baisse continue du titre, au cours de la pre- 


(6) E. Wesset, Zeitschr. Tuberk., 1942, 88, 22. 
(1) A. Guertin, Ass. Microb. L. Fr., séance du 3 mars 1944. 
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mitre décade, il se produisait vers le neuviéme ou le dixiéme jour un 
retour brusque au niveau précédent, suivi d’une nouvelle augmen- 
tion. SEN 
ai m’a semblé intéressant de chercher ce que devient. le bactério- 
phage pendant cette période. L’hypothése de sa destruction m’a semblé 
peu satisfaisante, & cause du redressement brusque de la courbe. 
Tout semblait se passer comme si le bactériophage se trouvait peu 
4 peu dissimulé, et, de ce fait, impossible 4 mettre totalement en 6vi- 
dence par la méthode habituelle de titrage. Et c’est aux bactéries qu’on 
doit penser en premier, quand on envisagé le lieu de cette dissimu- 
lation. Cela m’a conduite a étudier le réle joué par celles-ci, dans la dispa- 
rition périodique du bactériophage, et pour commencer, je me suis 
proposé d’établir la quantité de bactériophage fixé sur les cellules 


107 


106 


Fic. 1 (moyenne de six expériences A). — Développement du _bactério- 
phage (en haut) dans l’eau autoclayée de Ja Seine. On voit la baisse a partir 
de sept jours et le redressement rapide au dixiéme jour. La courbe des bac- 
téries (en bas) descend toujours. 


‘ 


pendant les dix premiers jours de son développement dans l’eau auto- 
clavée. 

Comme méthode, j’ai employé tour A tour la centrifugation et le 
chauffage 4 56° (le bactériophage en question résiste trente minutes 
a 66°). On sait que la quantité du bactériophage total (c’est-d-dire la 
somme des phages fixés sur les bactéries et des phages libres) diminue 
et par centrifugation et par chauffage & 56° : la centrifugation élimine 
les phages fixés sur les bactéries, puisque ‘ces derniéres sont retran- 
chées du liquide ; le chauffage élimine les phages en les bloquant sur 
les bactéries tuées par la chaleur. 

Ainsi dans le liquide chauffé ou dans le liquide décanté aprés centri- 
fugation, il ne reste que le bactériophage libre, extracellulaire. La 
quantité totale du bactériophage diminue. Par soustraction, on peut 
déduire la quantité de phages fixés sur les cellules. . 

Dans chacune des expériences, le bactériophage Bordet (variante Y) 
est mis en présence du B. coli (souche Burnet) dans 30 ¢.c. d’eau 
de Seine autoclavée. Le tout est porté 4 37°. Au départ, il y a toujours 


f 
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environ 10° bactéries par centimétre cube. Les titrages sont effectués par - 
les méthodes habituelles de numération des colonies et des plages. 

' Chaque jour on préléve une petite quantité d’eau ensemencée ; le 

bactériophage et les bactéries sont titrés. 1 c.c. de cette eau pré- 

levée est chauffé & 56° au bain-marie ou centrifugé pendant quinze 

minutes (6.000 tours par minute). On titre le bactériophage dans le 

liquide chauffé et dans le liquide décanté aprés la centrifugation. 

D’aprés ces résultats, entre le quatriéme et le dixitme jour environ, 
c’est-A-dire pendant la baisse de la courbe du bactériophage total, on 
ne constate pas une diminution, mais au contraire, une augmentation 
du titre du bactériophage libre aprés la centrifugation et aprés le 
chauffage. Le culot bactérien aprés la centrifugation ne contient que 
quelques corpuscules-bactériophages. 

*Cette augmentation du bactériophage aprés le chauffage et la ‘cen- 
trifugation peut étre expliquée par Ja libération des phages qui se 
trouvent a la surface ou 4 l’intérieur des bactéries. 

Cette libération du bactériophage, non observée dans les conditions 
habituelles, peut étre provoquée, dams mes expériences, par des causes’ 
différentes, parmi lesquelles on peut envisager le milieu spécial (l’eau 
de Seine, pauvre en éléments nutritifs et en électrolytes) et le vieillisse- 
ment des bactéries qui ne se multiplient pas et qui ainsi libéreraient 
peut-étre plus facilement le bactériophage fixé. 


Variations du titre du bactériophage, pendant son développe- 
ment dans l’eau autoclavée de la Seine, avant et aprés chauf- 
fage (moyenne des deux expériences Ci et C2). 


a I 


TITRE DU BACTERIOPHAGE 
BACTERIES 


Avant es (en millions) 
chauffage chauffage 


500 
13.880 


449.000 
402.000 
69.000 
65.200 
29.200 
49.200 
48.000 
348.000 


345.000 
250.000 
247.000 
200.600 


Ces résultats inattendus des expériences n’ont donc pas permis d’éta- 
blir la quantité des phages fixés pendant les premiers dix jours du 
développement. Mais ils donnent quand méme la réponse a la question 
posée au début de ce travail : que devient le bactériophage pendant sa 
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baisse au cours de la premiére décade ? Le bactériophage ne disparait 
pas ; il se trouve dissimulé 4 la surface ou 4 l’intérieur des bactéries 
et est ainsi hors d’état d’étre mis en évidence par le titrage. Il peut 
étre libéré en partie par la centrifugation ou par le chauffage a 56°. A 
la fin dela premiere décade, le bactériophage libéré présente, de nou- 

veau, la baisse et le redressement de la courbe de croissance signalés 
plus haut pour le bactériophage total. S’agit-il ici d’un véritable cycle 
‘de développement du bactériophage, soit 4 la surface, soit 4 l’intérieur 
des bactéries ? Cette question importante, comme beaucoup d'autres 


200 


= 
° 


Plages par 7¢m3 


10, 12 14 
ee Ske a peal Jours 
Fic. 2 (moyénne de deux expériences C3 et C4). — Variations du titre du bac- 
tériophage pendant son développement dans l'eau autoclavée de la Seine, 
avant ( jet aprés(-------- ) chauffage (en haut); avant (——————_) 
et aprés (------ -- ) centrifugation (en bas). On voit dans les deux expé- 


riences la baisse de la courbe, durant la premiére semaine, et le redressement 
vers le neuviéme-dixiéme jour. 


4 


qui se trouvent posées au cours de ce travail, demande des expériences 
nouvelles. 


RésumE, — Pendant le développement du bactériophage dans l’eau 


‘de Seine autoclavée, en.l’absence de toute multiplication bactérienne, 


on peut constater la diminution réguliére du titre bactériophagique 
au cours de la premiére semaine, suivie d’un redressement rapide vers 
le dixiéme jour, puis d’une augmentation. 

Pendant la période de diminution, le bactériophage se dissimule, 
soit 4 la surface, soit a l’intérieur des bactéries, d’ot il peut étre libéré, 
en partie, par la centrifugation ou par le chauffage A 56°. 


(Institut Pasteur. Laboratoire de recherches sur les Bactériophages.) 
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RECHERCHES SUR LA CINETIQUE 
DE LA REACTION DE BORDET-WASSERMANN 
INFLUENCE DE LA QUANTITE DE SERUM 
SUR LES VITESSES DE REACTION 


par J. CHOUTEAU.- 


* Poursuivant nos recherches sur les vitesses de réaction sérologiques, 
nous avons étudié l’influence de la quantité de sérum syphilitique sur 
ces vitesses.°Cette question a été jusqu’ici l’objet de recherches. stati- 
ques et qualitatives. La quantité de sérum introduite dans la réaction 
de Bordet-Wassermann varie d’une technique 4 l’autre, sans qu’aucune 
considération théorique préside 4a leur choix [Rubinstein (1)]. Ron- 
chése (2) seul a étudié cette action de facgon précise et ne constate aucune 
différence lorsque les quantités de sérum suspect vazient entre 0,5 et 
0,02 c.c. ; il conclut « que la quantité de sérum suspect n’a aucune 
influence sur l’intensité de la réaction, si l’on évite l’action perturba- 
trice d’un complément étranger agissant par ses albumines banales ». 
Cet auteur explique cette indépendance en disant « que la sérine et 
la globuline sont antagonistes vis-a-vis de la réaction, un sérum étant 
positif dés que la globuline aurait un excés relatif d’activité suffisant ». 
La notion de réagine syphilitique correspondrait donc a ce rapport 
d’activité entre sérine et globuline, d’ot son indépendance quelle que 
soit la prise d’essai, 

Nous avons repris cette étude en appliquant la méthode d’évaluation 
de la positivité des sérums décrite avec H. Rocher (8) ; rappelons 
qu’elle consiste 4 effectuer une réaction a dilutions multiples d’anti- 
géne sur des quantités fixes de sérum. 

Nous avons tout d’abord étudié le phénoméne du point de vue sta- 
tique, et pour cela nous avons effectué une série de réactions a dilu- 
tions multiples sur des quantités variables de sérum positif : 0,05 c. c., 
0.1 c.¢., 0,15 c.c. et 0,2 c.c., avec un temps de fixation de trente 
minutes. Les courbes d’hémolyse obtenues sont pratiquement confon- 
dues, montrant que la quantité de sérum n’a, dans ces conditions, au- 
cune influence sur l’intensité de la fixation du complément. L’influence 
du volume total a été étudiée, d’autre part ; elle s’est montrée également 
négligeable. 

Nous avons ensuite repris l’étude de ce phénoméne du point de vue 
cinétique, en appliquant la méthode de détermination de la vitesse 
de réaction décrite par nous (4) et effectué une série de mesures sur 


(1) Rusiwstein, Traité pratique de sérologie et de séro-diagnostic, Maloine, 
éditeur, Paris, 1932, 165. 

(2) A.D. Roncutsr, La réaction de Bordet-Wassermann pour le séro- 
diagnostic de la syphilis, Masson, éditeur, Paris, 1919, 101. v 

(3) H. Rocuer et J. Cuoutrau, ces Annalds, 1941, 167, 299. 

(4) J. Cuxouteau, C. R. Soc. de Biol., 1943, 137, 696. 
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les quantités de sérum précitées. Nous avons ainsi pour ces quantites de 
sérum et pour divers temps de fixation de zéro minute a soixante minutes 
obtenu une série de valeurs’ de la quantité (g-x) d’antigéne restant a 
transformer A chaque instant. En tracant une courbe (fig. 1) avec, en 
ordonnée, les valeurs de (a-”) et en abscisse le temps, on observe une 
origine différente pour les deux courbes extrémes (correspondant a 
0,05 c. c. et 0,2 c. c. de sérum), mais ces courbes finissent par se rejoin- 
dre pour les temps compris entre\trente minutes et une heure. Ces 
courbes montrent donc que les quantités initiales d’antigéne réagis- 
santes dépendent pour les temps courts de la quantité de sérum intro- 
duite. Mais cette différence baisse avec le temps et si. l’étude est effec- . 
tuée pour les temps classiques de fixation (trente minutes et une heure) 


0,04 9 (a- Xx) 
0,03 


0,02 


30 = 
Temps en minutes 


Fie. 4. 


la quantité de sérum parait sans influence, comme l’avait constaté 
Ronchése (loc. ‘cit.). : 

Nous avons enfin tracé les courbes (fig. 2) de vitesse correspondant: 
a ces données avec, en ordonnée, le pourcentage d’antigéne trans- 


F 
formé = et en abscisse le temps nécessaire & cette transformation. 


On constate un abaissement de la vitesse avec l’augmentation de la 
quantité de sérum. . 

Il ressort de ces expériences : a) que l’augmentation de la quantité 
de sérum suspect semble sans influence sur la fixation du complément 
pour les temps compris entre trente minutes et une heure, mais pour 
les temps inférieurs on constate une différence diminuant avec le 
temps et s’annulant pratiquemient a partir de trente minutes-une 
heure ; b) l’analyse cinétique vient préciser ces différences et montre 
une diminution de la vitesse avec l’augmentation de la quantité de 
sérum. 

Ces faits ne sont pas en contradiction avec les expériences de Ron- 
chése effectuées dans la zone trente minutes & une heure, et les diffé- 


ore. 
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rences Observées peuvent s’expliquer simplement par un ralentisse- 
ment de la vitesse de réaction dd 4 la surcharge en protéines banales 
du sérum (dont quelques-unes peuvent. étre anticomplémentaires). 
D’ailleurs on constate un abaissement de la vitesse, et non un accrois- 
sement correspondant a l’augmentation paralléle de la quantité de 
réagine. Ces recherches confirment donc, en les précisant, les travaux 
de Ronchése (loc. cit.), et elles ne permettent pas de considérer la 
réagine syphilitique, intervenant dans la fixation du complément, 
comme un individu chimique, mais seulement plutét, suivant l’hypo- 
thése de Ronchése, comme un rapport entre sérine et globuline, ou, 


Temps en minutes 
6 30 


Fic. 2, 


plus ‘généralement, pensons-nous, entre protéines normales et patholo- 
giques. Ces conclusions ne s’appliquent qu’dA la réagine intervenant 
dans la réaction de fixation et n’excluent nullement la possibilité d’une 
réagine individualisée chimiquement pour d’autre type de réaction, 
floculation notamment (5). 

Cette différence, d’ailleurs, serait en parfait accord avec les travaux 
de, M™° Lourau (6), mettant en évidence une différence essentielle 
entre les deux anticorps. En effet, dans un champ électrique, 1’électro- 
phorése est active sur l’anticorps intervenant dans les réactions de 
floculation et reste sans effet sur l’anticorps d’hémolyse. 


(Institut Alfred-Fournier. Service de M. C. Levaditi.) 
(5) Pallidine de Vernes, par exemple. 


(6) Mme Lourau-Dessus, Recherches sur la nature des anticorps. Thése. 
Presses universitaires de France, 1937. 
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EMPLOI DU PLASMA DE CHEVAL POUR LA CULTURE 
DES TISSUS 


par E. LASFARGUES. 


-Un des plus gros écueils que l’expérimentateur voulant se livrer 4 
la culture de tissus rencontre a la période actuelle est l’obtention 
d'une quantité suffisante d’un plasma convenant 4 ces cultures. Jus- - 
qu’a présent les’ méthodes classiques utilisaient le plasma de poulet, 
qui offrait les avantages d’un caillot ferme n’ayant que trés peu ten- 
dance a la lyse, ainsi que d’excellentes qualités optiques. La « stabili- 
sation » du plasma était souvent obtenue avec de I’héparine, produit 
dont la préparation dans les circonstances actuelles est difficile et d’un 
prix de revient élevé. 

Profitant de notre présence dans un Institut de sérothérapie et grace 
a la méthode du plasma-tyrode hypertonique de Villequez (1), que 
nous avons légérement modifiée, nous avons pu préparer de grandes 
quantités de plasma, celui-ci étant obtenu par ponction aseptique 
de la jugulaire du cheval: L’appareillage et la technique tout particu- 
liers qu’exige la. récolte du sang de cheval font l’objet de Ja commu- 
nication suivante et seront exposés par M. Nicol. 

La solution minérale de tyrode que nous utilisons est préparée en 
deux temps a une concentration 10 fois supérieure 4 la normale : 


Solution A (ou de réserye). 


Chiorure:de-potagsiumiy.: naive -i ens eee en eee 2g. 
Chlorure;de: cal cia se peer ea ee, See eee SE 
Chilorurede-mapnéstuim yc: cers 2 72a 26, oe eens Gee deer : 
Phosphate jmonocaleiques. on. 14. \ncae aie ee ee - 0,5 g. 

0 c.c. 


Baw distilleecquises as pcan are ne ee eee LS 10 


Distribuée en ampoules de 10 c.c., cette- solution est stérilisée aA 
l’autoclave 4 120°, puis conservée a la glaciére. ~ : 


Solution B. - 
SolutronoA Ss. Sia oe ay ae Chase ee ees 
Glicese a eee ian tegen Sa ee ee Sep as 
Chiorure:desodium'<2 47-7) Se ie oe ee & . 8 g. 
Hau. distilléecqose tees Ae cah es aloe en eet 6 ee 100 e203 


Cette solution, moins stable A cause du glucose, est préparée au 
fur et 4 mesure des besoins, répartie en ampoules de 5, 10 et 20 c. c. 
et stérilisée & l’autoclave a 110°. = 
Si nous recueillons le sang d’un cheval en présence’ de cette solu- 
tion B, hypertonique, dans les proportions de 1 ¢. c. de solution saline 
pour 4 c. c. de sang, nous obtenons aprés centrifugation (cing minutes 


(1) Vittequrz, Biologie Médicale, 1937, 27, 614. 
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4 3.000 tours) un plasma stabilisé parfaitement limpide, se conservant 
un mois 4 la glaciére environ. . 
_La prise en masse du plasma s’effectue facilement en rendant celui-ci 
a l’isotonie. Pour cela il suffit de diluer 1 partie de plasma-tyrode 
hypertonique dans 2 parties q’une solution de bicarbonate de soude 
a 1 p. 1.000 préalablement filtrée. . : 

Nous préférons préparer, selon Borrel, une solution stérilisable & 
Vautoclave, de carbonate de sodium a 1 p. 1.000 que nous transformons 
en solution bicarbonatée au moment de l’emploi, par addition d’une 


-quantité suffisante d’acide chlorhydrique titré 4 10 p. 100. 


Le coagulum, ferme et transparent, obtenu par cette méthode nous 
a donné toutes satisfactions. L’abondante prolifération des fibroblastes 
et les battements d’un cceur de cobaye embryonnaire nous ont prouvé 
la qualité du milieu. Cette méthode permet en outre d’opérer dans les 
conditions normales sans le secours de glace ou de récipients paraf- 
finés, ce qui n’était. possible’ que par l’emploi de I’héparine. 

Malgré la dilution du plasma au 1/8, indispensable par cette mé- 
thode, le coagulum est suffisamment ferme et la lyse est assez tardive. 
Des cultures comparatives en plasma homologue (cobayes) nous ont , 
montré que la croissance éfait identique dans chaque milieu jusque vers 
le cinquiéme jour environ. Les fragments de tissus en plasma de cheval 
(plasma hétérologue) dégénérent ensuite plus rapidement. Cependant, 
comme dans la majorité des cas, nous pratiquons des repiquages vers 
le deuxiéme ou troisiéme jour, nos cultures sont restées aussi abondantes 
qu’en plasma homologue. Nous opérons maintenant exclusivement en 
plasma de cheval, et ce milieu s’est révélé excellent. 

Les avantages que nous offre cette méthode sont appréciables. Nous 
pouvons obtenir & volonté une quantité illimitée de plasma dont le prix 
de revient est modique. La technique pour la récolte du sang se trouve 
également trés simplifiée et rendue relativement aisée. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


DISPOSITIF SIMPLE PERMETTANT 
D’EFFECTUER CHEZ LES GRANDS ANIMAUX 
LE PRELEVEMENT ASEPTIQUE DU SANG 
DANS DES BUTS BACTERIOLOGIQUES 


par Louis NICOL. 


Lorsqu’on préléve du sang chez les grands animaux : cheval,+ boeuf, 
mouton, etc., dans des buts bactériologiques : hémoculture, prépara- 
tion de plasma, etc., il n’est souvent pas aisé d’obtenir des préléve- 
ments d’une stérilité parfaite, condition cependant indispensable. Les 
nombreux: germes saprophytes de la peau de ces animaux sont diffi- 
ciles 4 éliminer, méme en prenant les mesures les plus rigoureuses de 
désinfection cutanée. En traversant la:peau, l’aiguille arrache des débris 


4 
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épidermiques souillés, qui sont ensuite entrainés par le flot de sang. 
Nous étant trouvé devant cet écueil, lors de prélévements destines 
4 la préparation de plasma aseptique, nous avons imaginé un dispo- 
sitif trés simple qui permet de |’éviter. ee et. : 
Une aiguille de 15 cm. de long et de 2 mm. de diamétre environ, 
du modéle habituellement utilisé pour les injections d’antigénes aux 


Manchon. 


Peau 
de verre 


Trecart 
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y 
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chevaux, traverse de part en part un bouchon de caoutchouc. Pour 
rendre les manipulations plus aisées, elle le traverse obliquement, de 
telle facon que son extrémité soit en dehors du plan du récipient 
destiné 4 recevoir le sang. Une seconde aiguille, plus petite, traverse. 
le boychon, l’embout étant a la face supérieure de ce bouchon. Cette 
aiguille a pour but de permettre la sortie de l’air du flacon, au fur et 
a, mesure de son emplissage. Le bouchon ainsi agencé est adapté au 
goulot du flacon dans lequel a été introduit 4 l’avance la solution 
anticoagulante ou le milieu, s’il s’agit d’une hémoculture. On coiffe 
la pointe de l’aiguille d’un manchon en verre, on bouche l’embout de 
la petite aiguille 4 l’aide d’un petit tampon de coton et on stérilise 
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ensemble de l’appareil aprés l’avoir entouré d'un capuchon de papier 
parchemin. 

Technique. — 1° Aprés avoir coupé les poils au niveau de la limite 
du tiers supérieur et du tiers moyen de la gouttiére jugulaire et apres 
avoir désinfecté 1@ région A la teinture d’iode, on fait une ponction de 
la peau a l’aide d’une lancette stérile. 

2° A la faveur de la petite incision ainsi pratiquée on introduit paral- 
lélement & la peau, tout en restant en position sous-cutanée, un trocart 
& saigner trés court (4 4 5 cm. de long), mais de diamétre intérieur 
suffisant pour laisser passer librement l’aiguille de l'appareil. 

3° A travers la lumiére de ce trocart on ponctionne la veine et on 
recueille le sang. Dés le prélévement terminé, on recoiffe l’aiguille de 
son manchon, puis au laboratoire, au-dessus du Bec Bunsen, on rem- 
place le bouchon de caoutchouc, selon les cas, par un couvercle ou 
un tampon de coton, stérilisé 4 part. 


NOTE DE LABORATOIRE 


PREPARATION DU SILICO-GEL STERILE 


par Y. T. TCHAN. 


L’utilisation de la silice gélatineuse comme substratum de milieu 
solide a été introduite par Winogradsky vers 1893. 

Les travaux de cet auteur (1) ‘sur la_flore microbienne du sol ont 
montré l’importance de ce support privé de toutes substances orga- 
niques. Ainsi, on a pu réaliser la culture sur un milieu solide de silice 
de microorganismes strictement autotrophes. 

Winogradsky emploie sa méthode directe, qui n’exige pas une asepsie 
absolue. Cependant, un milieu stérile est désirable dans certains cas. 
Sans entrer dans les discussions sur la valeur de méthodes directes, 
nous sommes certains que la réalisation des plaques de silico-gel stérile 
rendra des services & tous les microbiologistes qui désirent substituer 
a la. gélose un colloide minéral. 

Plusieurs auteurs ont tenté de réaliser le silico-gel stérile. 

En 1925, Marc Souleyre (2) proposa une méthode rapide de prépa- 
ration du silico-gel en éliminant la base du silicate de potasse sous 
forme de bitartrate de K insoluble. Cependant, le milieu préparé sui- 
vant la formule de cet auteur contient A son départ des ions PO*, 
SO‘, K, tartriques. ; 

Plus tard, Wahl (3), en 1938, indique une autre méthode de prépa- 


(1) M. S. Winocrapsxky, ces Annales, 1925, 39, 299 ; 1926, 40, 4% ; 1929, 43, 
549; 1932, 48, 89 et 269. — M. S. Winocrapsky et H. WinoGRApsky, ces 
Annales, 1933, 50, 350 et 1936, 56, 221. 

(2) M. Soutryre, C. R. Soe. Biol., 1925, 93, 306. 

(3) R. Wast, C. R. Soc. Biol., 1938, 428, 854. 


x 
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ration ; elle consiste 4 mélanger l’acide chlorhydrique, Je silicate et 
le milieu de culture dans des proportions convenables et ayant fait la 
prise en masse, A tyndalliser & 65° C. Ce milieu paces des ions Cl 
et Na dont on ne peut se débarrasser. 

A l’étranger, E. Loichinger (4) propose de pranbalicer le silicate par 
Vacide phosphorique. On mélange d’abord le milieu nutritif et l’acide 
phosphorique avant de couler la plaque, on ajoute le silicate et on 
coule immédiatement. Toutes ces cperunys “sont exécutées avec des 
solutions stériles. 

D. Miiller et Fr. Holm (5) indiquent de stériliser 4 l’autoclave le gel 
précédemment lavé en maintenant a l'aide d’un tampon le pH au voisi- 
nage de la neutralité. L’imprégnation se fait & 40°-50° avec un disque 
de papier filtre fixé dans le couvercle. 

Toutes ces méthodes présentent le méme Sncbuveoient ces milieux 
contenant une quantité plus ou moins importante d’ions, ce qui limite 
leurs applications. 

De notre cété, nous avons essayé de réaliser une méthode de prépa- 
ration de silico-gel stérile. 

Deux conditions sont essentielles : 

1° Etre maitre absolu de la composition du Siilien = 

2° Assurer. sa stérilité parfaite. ; 

Pour remplir ces deux conditiors, il faut utiliser le silico-gel lavé 
et stérile, c’est-a-dire débarrassé de tous les sels solubles et des micro- 
organismes. On l’imprégne avec un milieu de composition choisie. 

La stérilisation du silico-gel & l’autoclave est impossible. La tyndal- 
lisation 4 65° C. a vingt-quatre heures, A quarante-huit heures d’in- 


‘tervalle ne donne pas une stérilité parfaite. Si on augmente la tempé- 


rature, le gel se ramollit, et trés souvent la surface du gel est déran- 
gée. Nous avons eu recours a une méthode d’irradiation. Parmi les 
rayons cytolytiques, nous avons choisi lultra-violet qui est d’un 
emploi facile, l’appareillage étant accessible A tous les one 
Son pouvoir cytolytique est trés élevé. 

On sait que les microorganismes sont plus ou moins résistants 
selon les espéces, les stades de leur vie et les conditions d'appli- 
cation de J’ultra-violet [E. Roux, Marshall-Ward, Finsen, G. Dreyer 
et H. Jansen, Schmidt-Nielsen, Victor Henri et Mlle Gerhovetiéant, 
R. O. Prudhomme] (6). 

Voici les conditions particuliéres de notre technique : 

1° Préparation des plaques ; 

2° Stérilisation des plaques ; 

3° Imprégnation des plaques. 


(4) E. Lortcuincer, Wochenschr, fiir Brauerei, 1939, 56, 36; Ann. Ferment., 
1939, 5, 188. 

(5) D. Miter et Fr. Horm, Zentralbl. Bakt., II, 1942, 405, 131. 

(6) E. Roux, ces Annales, 1887, 4, 445. — MARSHALL, Warp, Phil. Transact. 


“Roy. Soc., 1893, 961. — Finsen, Ueber die Bedeutung der chemischen 


Strahlen des Lichtes ftir Medizin und Biologie, Leipzig, 1889: — G. Dreyer 
ét H. Jansen, C. R. ‘Acad. Sci., 1894, 449, 234. — Soummprt-Niersen, Beitrdge 
Chem. Physiol., 1904, 5, 355. — V. Herr et Mle Cernovopeanu, C. R. Acad. 
Sci., 1910, 150, 52 et 549..— V. Henri (M. et Mme), C, R. Acad. ae , 1910, 
450, 724. — R. O. Prupnommg,’ Ann. Ferment., 1938, 4, 103. — 


a ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES DE LANGUE FRANCAISE 315 


1° Préparation aes plaques; selon Winogradsky (1). 
2° Stérilisation des plaques. 


Production de lultra-violet : nous avons utilisé la lampe S-31 de 
Ja société Gallois et C'e. La distance entre la source et les plaques est 
de 35 cm. Nous avons supprimé le filtre. La partie du spectre visible 
ne nous génant pas nous délimite au contraire la zone de ]’ultra- 
violet. Nos essais ont été faits sur des plaques imprégnées et sur des 
plaques lavées. 

Avant de soumettre les plaques a la stérilisation, on détache a l'aide 
d’un couteau flambé un carré de gel de 2 cmq., qui constitue le témoin 
Puis on détache la méme quantité de gel de temps en temps. Ces 
morceaux de gel sont écrasés et ensemencés sur.un milieu nutritif 
(gélose au lait digéré 4 la papaine de Guittoneau et Chevalier [7]). 
Aprés cing jours 4 37° C on compte Je nombre de colonies. 

‘Les plaques imprégnées demandent un temps d’ exposition beaucoup 
plus long pour étre stériles. L’effet photochimique de l’ultra-violet 
constitue un inconvénient grave. Cela suffit pour que nous’ rejetions 
cette méthode des plaques imprégnées. 


ExpErIENcE. — Plaque imprégnée. Intensité du rayon (Position 1). 


Temps d’exposition . Témoin. 40! 20! 30’ | 40’ | 60/ 
Nonrbre de colonies .| Incomptable. | Incomptable. | + 500} 250 | 320 3 


Pour les plaques simplement lavées, le temps. d’exposition doit 
étre supérieur 4 trente minutes. 


ExpERIENcE. — Plaque lavée. Intensité du rayon (Position 1). 
Temps dexposition . . Témoin. | 40! 20' | 30’ | 45’ | 60! 
Nombre de colonies. .|Incomptable. | Incomptable.| 8 0 0 0 


Une fois Ja stérilisation terminée, couvrir avec un couvercle stérile. 


3° Imprégnation des plaques. 


Tous ceux qui ont travaillé avec Jes plaques de silico-gel connaissent 
la grande quantité d’eau de condensation qui est une source de conta- 
mination grave. Nous utilisons du papier filtre pour l’absorber. Voici 
comment on prépare les couvercles munis de papier filtre : 

On prépare des rondelles de papier filtre dont le diamétre est légére- 
ment supérieur au diamétre de Ja boite.. On en coud 5 ou 6 ensem- 
ble. On les colle 4 l’intérieur du couvercle avec de la gélose. On stérilise 

& l’autoclave la pee vide ‘ainsi couverts. 


(7)-G. eipeoumane et R. Guay ae Ann. Technologie agricole, 1940, 3. 
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Imprégnation proprement dite. — Chauffer les boites stériles cou- 
vertes dans une étuve ordinaire jusqu’A 50° C, ainsi que le milieu 
stérile & imprégner. On le coule aseptiquement dans les boites. La 
quantité du milieu doit étre aux’ environs de 1 c.c. pour une boite . 
de 10 cm. de diamétre et 5 c. c. pour une boite de 20 cm. de diamétre. 
On enlaéve son couvercle et la transporte dans une autre boite stérile 
plus grande. Les jointures sont bouchées au coton (voir fig.) [Le coton 
sert a filtrer l’air quand on ouvre 1’exsiccateur. | ; 

On place le tout dans un exsiccateur, on fait le vide jusqu’a 
65 mm. Hg et on porte a.65° C. 

Le séchage dure environ une heure. Une fois séchée, on retire la 
boite imprégnée et on la couvre avec un couvercle muni de papier 


filtre. : . 


Toutes ces opérations sont faites avec les précautions d’asepsie.: 

Cependant, on peut opérer d’une facon plus simple avec autant de 
succés, Il suffit de sécher les boites dans une étuve stérilisée au préa- 
lable. Laisser monter la température de l’étuve jusqu’a 180° € et la 
maintenir pendant une heure. Laisser descendre jusqu’a 50-60° C. 
Placer les boites dans I’étuve, enlever les couvercles. Sécher les boites. 
Le séchage s’effectue rapidement... Avant de les sortir, on les couvre 
avec des couvercles. munis de papier filtre. 

Pour éprouver leur stérilité, on détache un peu de gel et on |’ense- 
mence sur de la gélose au lait digéré 4 la papaine. 


__ N. B. — Les mains et les bras de l’opérateur doivent étre désinfectés 
4 Valcool. 
Conclusion. — Par les procédés indiqués, nous avons pu réaliser 


des boites de silico-gel stérile. Cette technique permet de se. servir de 
la silice gélatineuse comme support solide de n’importe quel milieu. 

Nous remercions M. le docteur Bretey, qui nous a suggéré la stéri- 
lisation 4 1’U. V. 


(Travail exécuté sous la direction de MM. Guitronneau et CHEVALIER, &~ 
VEcole nationale d’Agriculture de Grignon et de l'Institut agrono- 
mique de Paris.) . 


Paraitront en Mémoire dans les Annales de l’Institut Pasteur les com- 
munications suivantes : 


Séance du 13 avril. 


Différences physiologiques entre deux variantes S et R de 
« Proteus vulgaris », par M!° Madeleine Monet. 


Précisions sur l’inactivation des bactériophages par les rayons 
ultraviolets, par R. Lararser et R. Want. 


Séance du 4 mat. 


Recherches sur les nucléoprotéides des microorganismes. III. 
Sur les constituants colloidaux cédés par la levure vivante 
au milieu ambiant, par R. Venprety et R. SARCIRON. __ 
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Lésions pathologiques des glandes salivaires du mulot (« Apo-— 


demus sylvaticus » L.), par A: Raynaup et J. Raynaup. 


Sur certains caractéres de la croissance en voile des bacilles 
acido-résistants, par J. Brerey, J. Browarys et D. Drrvicnian. 


Séance du 1° juin 1944. 


Présidence de M. Nort BERNARD. 


COMMUNICATIONS 


DIAGNOSTIC DES ESPECES SPHEROPHORUS NECROPHORUS 
ET SPHEROPHORUS FUNDULIFORMIS 


par A.-R. PREVOT. 


La parenté indéniable qui existe entre les deux espéces funduliformis 
et necrophorus a été signalée pour la premiére fois en Europe en 1938 


dans notre essai de classification des anaérobies (1). Nous avons proposé’ 


en effet de les réunir dans le méme genre : Spherophorus en raison de 
leurs caractéres morphologiques communs, qui sont des caractéres 
d’Actinomycétes (polymorphisme: batonnets, navettes, filaments, 
formes renflées en massues et sphéroides libres, ramifications, granu- 
lations métachromatiques). Ce genre est le type de la famille’ des 
Spherophoracee ou Actinomycétes Gram-négatifs, dont les autres genres 
sont Spherocillus, Fusiformis, Fusocillus et Leptotrichia. 
Contrairement 4 notre conception, Dack et ses collaborateurs : Heinz 
Dragstedt, Johnson, Mc Cullough et Kirsner, ont déduit d’une suite 
de recherches poursuivies aux Etats-Unis (2) que les espéces funduli- 
formis et necrophorus sont identiques ; cette affirmation est fondée sur 
je fait que des souches de necrophorus isolées de la colite ulcéreuse de 
Vhomme ont été jugées identiques d’une part 4 l’agent de la nécrobacil- 
lose des bovidés et d’autre part 4 des souches de funduliformis isolées 
de syndromes septicémiques et nécrotiques de l’homme. Cette identifi- 
cation, si elle était justifiée, aurait pour conséquence la disparition de 
Vespéce funduliformis Hallé 1898, décrite postérieurement a 1’es- 
péce necrophorus Schmor] 1891 et poserait des problémes inattendus 
tels que : origine commune de la nécrobacillose animale et des septicé- 
mies nécrotiques humaines, réservoirs de virus communs, prophylaxie 
el thérapeutique similaires. : 


(1) A.-R. Privor. Ces Annales, 1938, 60, 285. 

(2) Dack,. Heinz, Dracstept, Arch. Surgery, 1935, 34, 225 ; J. Am. Med. Ass., 
1936, 406, 7; J. inf. Dis., 1937, 60, 335 ; les mémes avec Jonnson et Mc CuL- 
LoucH, J. inf. Dis., 1938, 62, 169 et avec Kirsner : J. inf. Dis. 1939, 65, 200. 
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En 1939 nous avions entrepris des recherches avec E. Kirchheiner en 
vue d’élucider ce probléme (8). Or le métabolisme de ces 2 espéces est 
tellement semblable (attaque pondérale comparable des glucides, type. 
fermentaire identique, métabolisme azoté sensiblement pareil) qu’il est 
impossible de trouver de ce cété un élément de. différenciation. Bien — 
plus, nous avons pu mettre en évidence dans chacune de. ces espéces, un 
antigéne glucido- -lipidique toxique, origine de leur pouvoir pathogeéne 
trés marqué, et les tests immunologiques de précipitation et d ‘aggluti- 
nation nous ont montré la communauté de ces antigénes. Nous n’avons 
donc pu’que renforcer la thése de la parenté de ces deux espéces. 

Cependant, restant persuade qu’il s’agit' bien de deux espéces dif- 
férentes quoique trés voisines, nous avons continué a rechercher des 
éléments de distinction. Nous résumons dans le tableau ci-aprés les 
éléments du diagnostic de ces espéces. 

Ce faisceau de caractéres différentiels permet. d’infirmer la these de 
Videntité soutenue par les auteurs américains ; Sph. necrophorus reste - 
l’agent étiologique d’une des plus grandes enzooties mondiales : la né- 
crobacillose des herbivores, alors que Sph. funduliformis est l’agent de 
maladies humaines trés graves, souvent mortelles débutant par une 
angine aigué et évoluant comme une septicémie 4 métastases nécro- 
tiques. Néanmoins ces espéces sont trés voisines, présentent de nom- 
breux caractéres communs, comme on voit fréquemment des exemples 
semblables de parenté dans d’autres groupes pathogénes anaérobies : 
Groupe de l’cedéme: malin-charbon symptomatique : Cl. septicum, agent — 
pathogéne surtout pour l’homme, Cl. chauvei, - agent patho- 
gene exclusivement animal; groupe du _ phlegmon gazeux-entéro- 
toxémie ovine : W. perfringens, agent pathogéne| surtout pour ]’homme; 
W. agni, agent pathogéne ovin ; Cl. botulinum, type A et B 4 la fois 
humains et bovins, type C aviaire, type D €équin, type E pisciaire ; Cl. 
edematiens et Cl. bellonensis ; Cl.sordellit et Cl. bifermentans. 

/ Scan, 


S. necrophorus S. funduliformis 
MLA Sirs sce A Oe Oeics Intestin des herbivores. |Cavités naturelles de homme. 
Morphologie, ety. a eae Surtout formes filament,|Polymorphisme plus mar- 


avec granulations méta- qué, surtout filaments avec 
chromatiquesetsphé-| renflements en massues 
roides libres. et sphéroides libres. 

Choltiressic)-2e soyitete atest tens Trouble le bouillon.|Ne trouble pas le bouillon. 
Coagule rapidement! Coagule lentement le lait. 
le lait. Non empéché Empéché par la bile. 

: par la bile. 

Pouvoir pathogéne. ...... Nécrobacillose des herbi-|Angines aigués humaines, 
vores. Atteinte sponta-| suivies de septicémies 
née de l’homme ex-| graves, souvent mortelles 
ceptionnelle. Exo-| avec métastases nécroti- 
toxine présente. ques. Atteinte spontanée 

des animaux exception- 
nelle. Exotoxine absente. 

Réaction de Laporte et Brocard. |Négative avec le sérum| Positive avec le sérum anti- 
anti-funduliformis. funduliformis. 


(3):A.-R. Prévor et E. Kircanriner: C. R- Ac. Sci. 1939, 209, 182 et sre 
HEINER, ces Annales 1940, 64, 238. 
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— Thest du plus haut intérét de rechercher les parentés des espéces pro- 
“posées, mais il serait dangereux d’identifier par principe les espéces 
présentant des. caractéres communs. 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies.) 


SUR LA COEXISTENCE POSSIBLE 
DES ANTIGENES COMPLETS ET DES HAPTENES LIBRES | 
CHEZ LES COLIBACILLES 
ET CHEZ D'AUTRES BACTERIES VOISINES 
par A. BOIVIN et Y. LEHOULT. 


. Lorsqu’on vient de les isoler des urines des pyélonéphritiques ou des 
matiéres fécales des sujets normaux, certains colibacilles donnent sur 
gélose des cultures offrant un aspect « muqueux » caractéristique. 
Tant6ét ces germes ne montrent pas de capsule morphologiquement dif- 
férenciée, tantét ils présentent une capsule plus ou moins nette. Ils sont 
immobiles. Au cours des passages successifs sur gélose ou sur bouil- 
lon, il arriye qu’on voie une souche muqueuse, primitivement bien 
homogéne, donner naissance 4 trois types de colonies distinctes : 

a) des colonies réguliéres, lisses et opaques, auxquelles correspondent 
des cultures franchement muqueuses : c’est la forme originelle ou forme 
S muqueuse ; 

b) des colonies réguliéres, lisses et grintcities: auxquelles corres- 
pondent des cultures non muqueuses : variante S non muqueuse ; 

ce) des colonies irréguliéres et rugueuses : variante R. 

Par la technique a l’acide trichloracétique, on peut obtenir des prépa- 
rations antigéniques 4 partir de a et de b, mais non de c. Toutefois, 
les antigénes provenant de a et de b, s ‘ils semblent bien posséder la 
_méme spécificité sérologique, se séparent Yun de Vautre a un triple 
point de vue: 

1° Le rendement de 1’extraction est beaucoup plus grand pour a que 

pour 6 ; 
_ 2° L’antigéne de a, de composition assez variable d’une préparation A 
l’autre, est bien moins riche en éléments lipidiques et bien plus riche 
en éléments glucidiques que Vantigéne de b, de composition sensible- 
ment constante ; 

3° A Vunité de poids, l’antigéne de a est bien moins toxique que 1’an- 
tigéne de b. 

Par dialyse prolongée A travers du collodion de haute perméabilité 
(collodion acétique 4 1.p. 100, armé par un support de cellulose), on 
voit l’antigéne de a se rapprocher progressivement et a tous points de 
yue de l’antigéne de b. Tandis qué l’antigéne de b ne perd rien a la 
dialyse, méme A travers du collodion de haute perméabilité, celui de a 
laisse lentement passer un matériel qui, par ses propriétés chimiques 
et biochimiques, s’avére identique 4 l’hapténe glucidique qu’on peut 
obtenir par -décomposition ménagée de l’antigéne de b (chauffage en 
Mer POUeACERIGUC) ac Sa Se a ee 
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L’ensemble dé tous ces faits ne laisse guére possible qu'une seule 
interprétation : la forme originelle renferme, & cdté de Vantigéne com-_ 
plet du type usuel, une grosse surcharge d’hapténe libre, alors que la 


variante S non. muqueuse contient seulement de l’antigéne. Il faut, 


ajouter que les filtrats des jeunes cultures sur bouillon de b ne mon- 


trent pratiquement ni antigéne ni hapténe, pendant que les filtrats 


correspondants de a renferment en abondance de V’hapténe et pas (ou 
presque pas...) d’antigéne. On peut donc penser qu'un gros excés d’hap- 
téne glucidique est élaboré par les cellules pleinement vivantes de a pour 
étre — au moins en partie — déversé dans le milieu ambiant. Quant a 
l’antigéne, il semble, selon la régle, ne se libérer en quantités notables 
qu’a partir du moment ow les bactéries sont mortes et entrent en auto- 
lyse. 

L’état muqueux est exceptionnel chez les colibacilles qu’on vient 
d’isoler. Nous en avons noté un exemple dés 1936 (1) et en avons ren- — 
contré plusieurs autres depuis lors. Les diverses souches muqueuses se 
répartissent dans les types sérologiques différents. Usuellement, les sou- 
ches non muqueuses @ ]’isolement demeurent non muqueuses a travers 
les repiquages successifs. Quelquefois pourtant — nous en avons eu deux 
exemples — une souche primitivement non muqueuse acquiert la pro- 
priété d’élaborer un excés d’hapténe glucidique libre et devient mu- 
queuse. 

Il nous a été donné-de rencontrer la‘méme dissociation, en forme 5 
muqueuse (forme originelle), forme S non muqueuse et forme R chez 
une souche de pneumobacille (type B) que nous avons longuement sui- 
vie. Trois autres souches de pneumobacille (dont une appartenant. éga- 
lement au type,B) ne nous ont, par contre, rien montré de tel, les bac- 
téries ayant gardé leur aspect muqueux usuel ou n’ayant donné que la 
variante R. Tout porte 4 penser que, chez le pneumobacille, la capsule 
est constituée par le polysaccharide libre. 

Si les pneumobacilles méritent de former un groupe particulier, a 
cause de leur habitat particulier et de leur pouvoir pathogéne spécial, 
ils ne s’en rapprochent pas moins des colibacilles par l’ensemble de 
leurs propriétés biochimiques. Les colibacilles muqueux font transition. 
entre les pneumobacilles toujours muqueux et les colibacilles typiques, 
non muqueux. Les pneumobacilles apparaissent ainsi comme étant des 
formes essentiellement spécialisées par leur pouvoir pathogéne particu- 
lier, dans l’immense groupe de bactéries renfermant les colibacilles et 
aussi tout ce qui gravite autour des colibacilles (Salmonella mobiles et 
dysentériques immobiles), groupe qui mérite le qualificatif d’ « enté- 
rique » par suite de l’habitat usuel de la grande majorité de ses repré- 
sentants, pathogénes et non pathogénes. 

Les faits et les conceptions que nous venons d’exposer nous semblent 
présenter quelque intérét en ce qui concerne d’une part la classification 
des germes et d’autre part la signification de la capsule des bactéries, 
du moins des bactéries 4 « Gram-négatif ». 


Unstitut Pasteur, Annexe de Garches.) 


(1) C. R. Acad, Sci., 1936, 203, 694. 


Le Gérant : G. Masson. 
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(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


EXTRAIT DES STATUTS : 


Article premier, — L’association dite Association des Microbiologistes | 


de Langue Frangaise, fondée en 1937 4 Paris, a pour but de grouper. les 
Microbiologistés de langue frangaise et de créer entre eux un lien. Elle 

“a son siége & Paris. __ : 

_ Elle se compose de membres nationaux et de membres. étrangers de 
‘toutes langues. 


La langue frangaise est la langue officielle des Congrés de l’Association. 


a Art. 2. — Elle est instituée uniquement pour l’étude et la discussion 
en commun de toutes les branches de la Science microbiologique. 
Art. 8. — Peut faire partie de l’Association toute personne remplissant 


| une fonction scientifique dans un laboratoire de Microbiologie (Microbio- 


 logie, Pathologie infectieuse, Immunologie, Chimiothérapie, Cancérologie), 
ou ayant publié des travaux de Microbiologie. 


_Art. 9. — Les auteurs des communications et démonstrations devront 
_ 6tre membres de |’Association. Les étrangers a 1’Association ne seront 
- acceptés comme auteurs que s’ils ont pour. co-signataires un membre de 
Association, ou s’ils'ont été invités par le Bureau a faire une communi- 
cation, ou si un membre de |’Association ayant assisté aux recherches 
rapportées se charge de discuter le travail en séance. 


Les membres frangais de l’Association constituent ipso facto et de 


plein droit, la SECTION FRANCAISE de l’ASSOCIATION INTER- 


NATIONALE DE MICROBIOLOGIE. 


En dehors des Congrés, dont la périodicité et la date sont fixées 
par l’Assemblée Générale sur la proposition du Bureau, 1’Associa- 
tion se réunit en séances consacrées A des communications scien- 
- tifiques, le premier jeudi de chaque mois (aoft et septembre exceptés), 

-@ 16 heures. Les séances ont lieu au Grand Amphithéatre de 1’ Institut 
Pasteur ; elles sont publiques. 

_ Les membres désirant présenter des communications sont priés 
 d@’en aviser le Secrétaire général, et de lui en communiquer le titre, 
pour permettre |’établissement de l’ordre du jour de la réunion. _ 

Le texte des communications doit étre remis 4 la séance, établi 

ne varietur, en exemplaire dactylographié original. La bibliographie 
~ des auteurs cités sera établie, conformément‘aux régles admises par 
- Association Internationale de Microbiologie, dans l’ordre suivant : 


nom de 1’auteur, litre du périodique (en abrege « | 
année de publication, tome’ (en chiffres arabes’ Lae page. Less 
signes t., p., etc., sont supprimés, Les abréviations des noms de 
périodiques courants figurent sur une liste qui sera adressée aux 1 
auteurs sur leur demande. Les figures illustrant le texte doivent étreg 
remises avec leurs clichés, typographiques, sinon il pourra en résulte 
des délais de publication..La Rédaction se charge, le cas échéant, | 
de faire faire tous les dessins, graphiques, tracés, et de faire clicher, 
aux frais des auteurs, tous les documents qui lui seront adressés ai 
temps, soit huit jours au moins avant la séance, pour parution dan 4 
le numéro suivant des Annales de I’ Institut Pasteur. 
En raison des restrictions apportées: aux publications par les: 
circonstances actuelles, le texte de chaque communication ne pourra) 
occuper plus de deux pages de l’emplacement réservé dans les4 
Annales de l'Institut Pasteur, soit environ 1.200 mots. Les références; 
bibliographiques et les clichés, s'il y en a, seront compris dans cett 
espace. Toute communication dépassant ce maximum. sera retournée} 
4 son auteur, ou devra avoir été préalablement acceptée par lal 
Rédaction des Annales de l'Institut Pasteur, pour y ‘paraitre en) 

Mémoire. 
Le Secrétaire général : P. Lépine. 


Séances du 13 avril, du 4 mai et du 1* Juin 1944. 
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